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INTRODUCCION

LA SANGRE

La sangre contiene una gran variedad de células, las cuales realizan diversas funciones. Las

células de la sangre pueden ser clasificadas en tres grupos: las células rojas, las células biancas

y las plaquetas (1,2) (figura /).

Figura |

Las células rojas o eritrocitos intervienen en los mecanismos de intercambio de gases,
transportando oxigeno a los tejidos y biéxido de carbono de los tejidos a los pulmones. Son las
células mas abundantes en la sangre, (en promedio un adulto de 70kg, posee cinco millones de
eritrocitos por milimetro cibico de sangre). La forma normal del eritrocito humano es la de un

disco biconcavo de 7.2 um de didmetro aproximadamente. Los eritrocitos tienen una vida

media de ~120 dias (1,2).

Dentro del grupo de las células blancas o leucocitos encontramos una amplia gama tanto de
células como de funciones. Los cinco tipos de leucocitos representan dos familias. El caracter
distintivo de una familia es el citoplasma granuloso; el de la otra, el citoplasma no granuloso.
Por lo tanto los leucocitos se clasifican en granulosos y no granuiosos. Existen tres tipos de

granulocitos o leucocitos granulosos: los eosindfilos, los baséfilos y los neutrdfilos (1,2).




Los eosindfilos constituyen del 1 al 3% de los leucocitos totales. Miden de 10 a 15um de
diametro y su nicleo es bilobulado. Los eosinéfilos son capaces de llevar a cabo la fagocitosis,

son células importantes en las reacciones alérgicas y en la respuesta inmune contra parésitos.

Los baséfilos constituyen el 0.5% de leucocitos en sangre, miden aproximadamente de 10

a 12um de diametro. Secretan histamina, la cual interviene en las reacciones alérgicas.

Los neutréfilos o polimorfonucleares, constituyen entre el 60 y 70% del total de leucocitos,
siendo los mas abundantes en la sangre. Los neutréfilos maduros miden de 10 a 12um, su
nucleo es multilobulado; intervienen en la defensa contra agentes infecciosos. Después de ser
liberados de la médula ésea, los neutréfilos permanecen entre 6 y 12 horas en la circulacién,

antes de migrar a los tejidos, en donde llevan a cabo su funcién fagocitica (1,2).

Dentro de los leucocitos no granulosos encontramos a los linfocitos y a los monocitos. Los
linfocitos, después de los neutréfilos, son los leucocitos mas abundantes de la sangre. Los
linfocitos cooperan con los fagocitos en la defensa del organismo, contra infecciones y contra
invasién externa, dindole especificidad a la respuesta inmune. Pueden clasificarse en T y en B.
Ambos llevan a cabo funciones especializadas en la respuesta inmunoldgica. Los linfocitos T
maduran en el timo y comprenden entre el 65-80% de la poblacién de linfocitos circulantes,
mientras que los linfocitos B maduran en la médula ésea y comprenden entre el 5-15% de los

linfocitos circulantes (1,2).

Los monocitos constituyen del 3 al 8% de los leucocitos en sangre, tienen una gran
capacidad de movimiento y migraciéon. En los tejidos los monocitos se diferencian en
macréfagos, cuya principal funcién es intervenir en la defensa contra agentes infecciosos,
fagocitando y produciendo citocinas (1,2). Finalmente las plaquetas o trombocitos, los cuales
son fragmentos de los megacariocitos; células poliploides que se localizan en la medula ésea
y que dentro de su citoplasma producen a las plaquetas (3) y las liberan a la circulacion. Las

plaquetas miden entre 1 y 4pum, forman parte del mecanismo de coagulacién.



Los valores normales de células sanguineas se muestran en el siguiente cuadro:

Valores Normales de las Células Sanguineas

Hombre Ambos Sexos Mujer

Células blancas 7.8 (4.4-11.3)

x10°/ul de sangre

Células rojas 5.21 (4.52-5.90) 4.60 (4.10-5.10}

x10°/ul de sangre

Hemoglobina 15.7 (14.0-17.5) 13.8 (12.3-15.3)

g/dl de sangre

Cuenta plaguetaria 311 (172-450)

x10°/ul de sangre

Referencias 1 y 2



HEMATOPOYESIS Y ORGANOS HEMATOPOYETICOS

La produccién de toda esta variedad de células se lleva a cabo gracias a un proceso
denominado Hematopoyesis. La Hematopoyesis se inicia a partir de la tercera semana del
desarrollo prenatal en el saco vitelino, especificamente en los islotes hematopoyéticos, los
cuales derivan de las células mesenquimales. Las células mesenquimales se diferencian en
racimos o colonias con células endoteliales en la periferia y células hematopoyéticas al centro,

algunas de las cuales se diferencian rapidamente a la linea eritroide (4).

Con la fusidn de los islotes hematopoyéticos y el establecimiento de los vasos sanguineos y
la circulacién, la hematopoyésis migra del saco vitelino al higado fetal, probablemente por la

circulacién (5). La expansién de la hematopoyésis en el higado fetal estd asociada con la

declinacion de la misma en el saco vitelino.

La hematopoyésis hepatica se inicia con la aparicién de células blasticas indiferenciadas,
las cuales se van diferenciando hacia la linea eritroide, granulocitica y megacariocitica. Esto
ocurre a partir del tercer mes de gestacién, durante este periodo el bazo también actua como
érgano hematopoyético (4). Desde el sexto mes de desarrollo y durante toda la etapa pos-natal,
hasta la muerte del organismo, la medula osea es el principal érgano hematopoyético, capaz de

llevar a cabo la eritropoyésis, mielopoyesis y linfopoyesis (Figura 2) (4).
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Dentro de la médula dsea encontramos fundamentalmente dos compartimentos constituidos

por: las células hematopoyéticas (CH) y por el microambiente hematopoyético (MH).

I. CELULAS HEMATOPOYETICAS
Organizaci6n estructural del sistema hematopoyético

Gracias a los estudios tanto in vitro como in vivo, que se han realizado durante las ultimas
tres décadas, se ha desarrollado un modelo de la orgamizacién estructural del sistema

hematopoyético en los mamiferos; el cual esta constituido por cuatro compartimentos (6,7).

El primero esta formado por las células seminales hematopoyéticas (CSH), también
denominadas células madre o células tallo; las cuales dan origen a progenitores
hematopoyéticos, que consituyen el segundo compartimiento, los progenitores

hematopoyéticos dan lugar a precursores reconocibles por su morfologia y estos al madurar

dan origen finalmente a las células sanguineas (Figura 3) (7,8,9).
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1.- Células Seminales Hematopoyéticas. CSH.

Las CSH constituyen una poblacién celular muy heterogénea, dentro de la cual existen
células con la capacidad de originar células seminales tanto de tipo linfoide como mieloide.
Las CSH no pueden distinguirse por su morfologia, pero poseen caracteristicas unicas que las
diferencian de las células maduras. Funcionalmente se dice que una CSH es capaz de
autorrenovarse y tiene la capacidad de regenerar permanentemente el sistema hematopoyético

de un organismo cuyo sistema hematopoyético ha sido previamente nulificado (10,11,12).

Las CSH no producen colonias en cultivos semisélidos, pero en cultivos liquidos a largo
plazo, dan origen a progenitores mas maduros capaces de producir colonias en cultivos
(10,11,12). Mas del 95% de las CSH estan en estado quiescente, es decir en fase Go del ciclo
celular, por lo que son resistentes a los efectos del 5-fluorouracilo (13). Estas células ademas,
tienen la capacidad de retener bajos niveles de rodamina, y no se adhieren a las cajas de cultivo
(10). Las CSH, también pueden distinguirse por su inmunofenotipo, ya que expresan los
antigenos CD34 y Thy-1; y no expresa los antigenos de células maduras (Lin-), como por
ejemplo CD3, CD4, CD8 ni CD19, y tampoco expresan el antigeno de histocompatibilidad
HLA-DR. Las CSH expresan en su superficie los receptores: c-kit, IL-1R, IL-6R y gp130
(14,15,16,17).

2.-Progenitores formadores de colonias en cultivo (PFC).

Los progenitores hematopoyeticos se derivan de las células seminales hematopoyéticas; estos
progenitores tienen la capacidad de formar colonias en cultivos semisolidos. Cuando los
progenitores provienen de una CSH mieloide, estos progenitores formaran colonias eritroides,
granulociticas, monociticas y megacariociticas; por su parte las CSH linfoides dan lugar a
colonias linfoides tanto B como T. Los PFC poseen una alta capacidad de proliferacion, sin

embargo no son capaces de mantener la hematopoyesis in vitro ni in vivo a largo plazo (7).




Los progenitores que dan origen a las colonias en cultivo pueden ser multipotenciales,
como es el caso de las unidades formadoras de colonias mixtas (UFC-MIX), los cuales forman

colonias que contienen células tanto mieloides como eritroides.

Existen también progenitores bipotenciales, como las unidades formadoras de colonias
granulo-monociticas (UFC-GM), las cuales originan colonias cozﬁpuestas por granulocitos y
por monocitos; y finalmente, los progenitores monopotenciales como las unidades formadoras
de colonias de granulocitos (UFC-G), de monocitos (UFC-M); y dentro de la linea eritroide
encontramos progenitores monopotenciales inmaduros como las unidades formadoras de brote
eritroide (UFB-E) y progenitores unipotenciales mas maduros como las unidades formadoras

de colonias entroides (UFC-E).

Los progenitores formadores de colonias en cultivos, también pueden ser reconocidos por
su inmunofenotipo. Los progenitores multipotenciales presentan el siguiente inmunofenotipo
CD34+ CD45RA"® CD71" ; los progenitores mieloides expresan los antigenos CD34 vy
CD45RA y no expresa el antigeno CD71 ; y los progenitores eritroides inmaduros (BFU-E)
expresan los antigenos CD34 y CD71 y no expresan €l CD45RA (25).

3.-Precursores reconocibles por su morfologia.

Los precursores reconocibles por su morfologia, reciben ese nombre ya que bajo
microscopia optica pueden ser identificados. Inciuyen los distintos tipos de blastos, de todas
las lineas hematopoyéticas. Estos precursores dan origen a las células sanguineas maduras (7).
En términos generales, las células mas inmaduras o jévenes suelen ser grandes y se vuelven

progresivamente mas pequefias al adquirir la madurez (con exepcién del megacariocito).

Los nicleos de células mas jovenes en la secuencia de maduracién son grandes y

voluminosos en relacién al citoplasma. Al madurar las células, el nicleo disminuye de tamaiio.




El citoplasma de las células primitivas es esencialmente azul y contiene grandes cantidades
de ARN (4cido ribonucleico), que tiene afinidad para el colorante azul de metileno; al madurar
la célula va adquiriendo una tonalidad rojiza en su citoplasma. Los filamentos de cromatina
nuclear de células jovenes contienen ADN (4cido desoxiribonucleico) que tiene afinidad para
el colorante 4cido eosinofilo. Al madurar el nicleo se tifie mas intensamente y su color
cambia del rojo palido al azul obscuro.En células no diferenciadas o blastos, los filamentos de
cromatina nuclear son visibles. La cromatina es de tinte y consistencia uniforme. Una de las

caracteristicas-de inmadurez es la presencia de nucledlos en el niicleo (2,26).

Linea Eritroide
Procritroblasto

También denominado pronormoblasto. Las células primitivas de la serie eritrocitica son
semejantes a las demdas células no diferenciadas o blastos. En las formas mas jdvenes, el
citoplasma se tifie de azul claro. Mide entre 15-25um, tiene una relacién miicleo citoplasma

alta. El niicleo puede presentar entre 2 y 3 nucleolos, la cromatina es fina y reticular.
Eritroblasto baséfilo

Se distingue del proeritroblasto debido a que presenta una cromatina mas madura mostrando
focos de condensacién y puede o no presentar nucleolos. Mide alrededor de 15um, presenta

una relacién miicleo citoplasma alta, de 7-3. Presenta un citoplasma de color baséfilo.

Exitzobl i 4l

Son mas pequefios que los basofilos, tienen mas citoplasma y presentan tintes rojos y azules
mixtos. La cromatina nuclear es gruesa e irregularmente condensada; ya no se distinguen

nucleolos. Tiene una relacién nicleo citoplasma de 1-1.




Exitrob] i

Presenta un citoplasma predominantemente eosinéfilo, mide entre 12-15um. El micleo es

pequefio central con una cromatina sumamente condensada.

Reticulogi

Esta célula no-se puede distinguir del eritrocito en una tincién regular. Mide de 10-12um. No
presentan niicleo, suelen ser mas grandes que las células mas maduras. Cuando se tifie con azul
de cresilo brillante se puede observar un reticulo granulofilamentoso. Los reticulocitos

maduran para dar origen a los eritrocitos.
Linea Granuclocitica
Mieloblasto

El didmetro de los mieloblastos varia de 15 a 20um. Estas células contienen moderada
cantidad de citoplasma no granuloso y de color azulado, que se tifie irregularmente y es mas
palido en las proximidades del micleo que en la periféria. Con frecuencia se observan
prolongaciones citoplasmicas. El nuicleo es redondo y se tifie predominantemente de rojo. La

red de cromatina es delicada, bien definida y uniformemente tefiida. Suelen observarse dos o

mas nucleolos.
P cloci

El mieloblasto se convierte en promielocito cuando forma granulos netamente visibles. Al
principio los granulos son obscuros y se tifien predominantemente en azul ¢ azul morado. Los
granulos son visibles cuando estan situados por encima o por debajo del micleo que es mas

palido y de tinte mas rojizo.




El nicleo es redondo y relativamente mas grande; suelen poder distinguirse nucleélos. Ei
citoplasma es azul, con una zona relativamente palida adyacente al nucleo. Los bordes del
citoplasma son lisos. Su tamafio puede ser variable, en promedio mide entre 25 y 30um. El
promielocito se convierte en mielocito cuando los granulos se diferencian en grado tal que

pueden clasificarse en elementos baséfilos, eosindfilos y neutréfilos.

fieloci

Los mielocitos presentan granulos secundarios que de acuerdo con su color, distinguen a los
tres tipos de granulocitos. Mide entre 20 y 18um. Tiene una relacién nicleo citoplasma de 1-1.
Su cromatina esta en proceso de condensacion, por lo que los gruesos filamentos de cromatina
se tifien irregularmente. Los nucledlos no se distinguen claramente. El nicleo puede ser

redondo, ovalado o achatado por un lado.
ieloci

Es una célula que presenta un nucleo hendido, arrifionado, localizado hacia un lado de la
célula. Mide aproximadamente 15um; presenta una relacién nucleo citoplasma de 6-4. La
estructura de la cromatina muestra francas zonas de condensacidn. Presenta granulos

secundarios.

Banda

A medida que van madurando los metamielocitos la concavidad del nucleo se hace mas
pronunciada. Los extremos del nicleo son aproximadamente paralelos dandole al nicleo un
aspecto de herradura. Su tamaiio es menor que el de los metamielocitos (entre 12-15p). El
nicleo presenta alteraciones degenerativas y generalmente se observa una masa obscura,
picnética en ambos polos donde se formard el lobulo. Las Bandas dan origen a los

polimorfonucleares baséfilos, neutréfilos y eosindfilos.




Linea monocitica
Monoblastos y Promonocitos

Es dificil poder distinguir a estos tipos celulares. La identificacion de células mononucleares
jovenes se basa en los miicleos hendidos y plegados y la asociacién con monocitos mas
maduros. Son células de alrededor 20-25um, su nucleo es redondo, central y presentan

nucleolos. Los promonocitos dan origen a los monocitos que se diferencian en los tejidos en

macrofagos.

Linea Megacariocitica
Megacarioblasto

Son grandes células irregulares con uno o varios nicleos redondos u ovalados. Citoplasma
azul, desprovisto de granulos. Puede haber pseudépodos obtusos con diversos tintes azulados y

que contienen multiples granulos cromoéfobos. Presenta nucleolos y cromatina fina.

: .

Se distinguen de los megacarioblastos por la presencia de granulos azulados en el citoplasma

adyacente al nucleo.

M -
Son células de gran tamafio entre 60 y 70um tienen un citoplasma muy abundante. En los
estados mas avanzados de maduracién; los megacariocitos presentan lentos movimientos
amiboides. Extienden partes de su citoplasma a través de la membrana basal y entre las células

endoteliales de los sinusoides de la médula dsea, en donde al formarse las plaquetas éstas son

arrastradas a la circulacidn.




Linea linfocitica

Prolinfocito v Linfobl

La diferencia entre linfocitos maduros y prolinfocitos se basa en pequefios cambios en la
estructura de 1a cromatina nuclear. Los linfoblastos tienen un nicleo eosinéfilo, relativamente
grande, presentan una cromatina nuclear fina con presencia de nucleélos y un citoplasma
baséfilo sin la presencia de granulos. Miden entre 12-15pm. El prolinfocito muestra una

cromatina irregular que evidencia zonas de condensacién. El prolinfocito da origen a los

linfocitos.
4. Células sangufneas maduras.

Como ya se menciond anteriormente, las células sanguineas maduras incluyen a los
eritrocitos, a los leucocitos y a las plaquetas, los cuales tienen un tiempo de vida en la
circulacidn limitado, que va desde 100 dias como los eritrocitos, hasta unas cuantas horas
como algunos leucocitos; por lo que continuamente deben ser remplazados por células

maduras producidas gracias al mecanismo de hematopoyesis (1,2,7).

12




II: MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

La hematopoyesis es un proceso finamente regulado que se lleva a cabo unicamente en
ciertos organos, denominados érganos hematopoyéticos (saco vitelino, bazo, higado, médula

osea). En ellos las células hematopoyéticas se desarrollan en un ambiente especifico

denominado Microambiente Hematopoyético (MH).

El MH es. una estructura tridimensional compleja altamente organizada que regula la
localizacion y fisiologia de las células hematopoyéticas y consiste en una red local de células

del estroma, células accesorias y sus productos (matriz extracelular y citocinas) (18,27).

Las células del MH pueden regular la hematopoyesis tanto negativa como positivamente a

través de diversos mecanismos que incluyen:
B contacto directo entre células hematopoyéticas y células del estroma

@ interaccion entre las células hematopoyéticas y las moléculas de la matriz extracelular

B produccion y secrecidn de citocinas tanto solubles como unidas a células del estroma (18).
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COMPONENTES DEL MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO MEDULAR

Células del Estroma

El termino célula del estroma se utiliza para describir una gran variedad de células, que
tienen la capacidad de adherirse in vitro y expresan el antigeno de histocompatibilidad tipo I
(19). Estas células son residentes permanentes de la médula dsea, las cuales ademas de ser un
soporte fisico; sintetizan y secretan citocinas y moléculas que forman parte de la matriz
extracelular; necesarias para regular la autorenovacién, diferenciacién, maduracion y
migracién de las células hematopoyéticas (18). Las células del estroma incluyen: células

reticulares, macrofagos, células endoteliales, adipocitos (18) y osteoblastos (20).

Células Accesorias

El término célula accesoria se utiliza para describir a células que se encuentran en la cavidad
medular de manera transitoria, pero que regulan la hematopoyesis a través de la produccion de
citocinas. Dentro de las células accesorias encontramos a los monocitos, linfocitos y células
NK (natural killer, por sus siglas en inglés). Estas células producen citocinas tanto inhibidoras
como estimuladoras; las cuales son liberadas dentro de la médula dsea, e interaccionan tanto
con otros componentes celulares del microambiente hematopoyético como con las células

hematopoyéticas (18).

Citocinas

Las citocinas son glicoproteinas cuya produccion es regulada por estimulos inducibles que
actian a nivel de traduccién o transcripcion. La produccién de citocinas es transitoria, es

decir, no son producidas constitutivamente (salvo excepciones).
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El radio de acci6n de las citocinas usualmente es corto, por lo que generalmente su accion

es autdcrina o paracrina (a excepcion de la eritropoyetina (Epo) cuya accion es enddcrina).

Estas moléculas actiian uniéndose a receptores de membrana de gran afinidad, la mayor

parte de ellas altera la expresién génica de sus células blanco, modificando:

¢ latasa de proliferacién celular
¢ el estadio de diferenciacién celular

¢ la viabilidad - muerte celular (apoptosis)

Las citocinas tienen la capacidad de interactuar con otros factores hematopoyeticos y
producir acciones tanto sinergisticas como antagonisticas; estimulando o inhibiendo la

produccion de otras citocinas (21).

Matriz Extracelular

La matriz extracelular es una estructura altamente organizada, que forma parte del
microambiente hematopoyético debido a que las moléculas de la matriz interactuan con
receptores de membrana de las células hematopoyéticas, fijdndolas en un determinado nicho

hematopoyético (24). Se compone principalmente por:

# Colagenas.- proteinas fibrilares producidas por las células endoteliales y reticulares. Se ha

identificado la presencia de la colédgena tipo [, Ill y V en el MH de la medula 6sea (22).

¢ Fibronectina.- es una glicoproteina producida por las células reticulares y macrofagos. Es
secretada como un dimero, con enlaces disulfirro cerca del carboxilo terminal, con un peso
molecular de 440-500kD. Es una proteina organizada en dominios funcionales con sitios

de enlace para colédgena, heparan sulfato y trombospondina (23).
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¢ Laminina.- es una larga glicoproteina con multiples dominios y sitios de adhesion. Es une
de los mayores componentes de la matriz extracelular; a esta molécula se adhieren desde
células inmaduras como las CD34+ asi como progenitores de granulocitos y células

maduras como los monocitos y neutréfilos; es producida por las células endoteliales (22).

¢ Proteoglicanos.- proteinas con cadenas laterales de glicosaminoglicanos (GAG), los
cuales son polisacaridos no ramificados, constituidos por unidades repetidas de
disacaridos con carga negativa. Se han identificado cuatro tipos de GAG: heparan sulfato,

acido hialurénico, desmatan sulfato y condroitin sulfato (22).
¢ Trombospondina.- funciona como una molécula de citoadhesion; posee dominios que

interactuan con la colagena y fibronectina; se cree que tenga una funcidn en la

compartamentalizacién de las células seminales hematopoyéticas (22).
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ESTUDIO DE LA HEMATOPOYESIS IN VITRO

Para estudiar la hematopoyesis in vitro existen principalmente dos tipos de cultivo, el

cultivo semisélido y el cultivo liquido de medula ésea a largo plazo (24).

Culitivo Semisélido

El cultivo semisdlido se desarrollo entre 1965 y 1970. El propdsito de la realizacion de los
cultivos semisélidos es el cuantificar el mimero de progenitores hematopoyéticos. Estos
cultivbs permiten evaluar tanto el fenotipo como la fisiologia de estos progenitores in vitro. El
principio de la técnica consiste en cultivar una suspension de células de la médula ésea en un
medio semisdlido, que contiene nutrientes, y es suplementado con factores de crecimiento
hematopoyéticos. Estas condiciones favorecen el crecimiento de las células progenitoras y la
consiguiente formacién de colonias. La autorrenovacidn y crecimiento de progenitores
inmaduros es limitado. Los diferentes tipos de células maduras producidas dentro de una
colonia refleja el grado del potencial diferenciativo de la célula formadora onginal (UFC

unidad formadora de colonias) (24).

En condiciones de crecimiento Optimas, las UFC, linage-especifico pueden ser
categorizadas de acuerdo al tamaiio de la coloﬁia. Entre mayor sea el tamaiflo de la colonia, se
puede inferir que el progenitor que la dio origen es mas inmaduro, y tardara mas tiempo para
que toda la progenie madure, es decir que todas las células que forman parte de la colonia,
tengan un fenotipo maduro. Este periodo varia entre 14-21 dias, lo que corresponde al tiempo
necesario para que tanto las células que forman parte de una colonia de pocas células como de
una de cientos de células maduren y puedan ser cuantificadas. Este tipo de cultivos han sido de

gran utilidad para estudiar los distintos factores de crecimiento hematopoyético.
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Cultivo Liquido de Médula Osea a Largo Plazo (LTMC)

El cultivo liquido a largo plazo (LTBMC, por sus siglas en inglés), fue desarrollado entre
1973 y 1980 (24). El LTBMC es un sistema de cultivo que permite la autorenovacion,
proliferacién y diferenciacién de las células mas primitivas (CSH). En estos cultivos se
produce una hematopoyesis prolongada (humanos 8712 semanas), con la produccion de células

mieloides en todos los estadios de desarrollo (28).

El cultivo liquido a largo plazo permite el crecimiento de células muy inmaduras, las cuales
no pueden crecer en otro tipo de sistemas como ¢l cultivo semisélido. Las células inmaduras
proliferan y se difrencian en células menos inmaduras (UFC) capaces de formar colonias en

cultivos semisdlidos, y en células maduras (24,28).

El LTMC no permite directamente la cuantificacién de progenitores formadores de
colonias, por lo que es necesario tomar células de estos cultivos y sembrarlas en cultivos
semisélidos para su cuantificacién. Los cultivos liquidos estAn compuestos por nutrientes, pero
a diferencia de los cultivos semisolidos, éstos no contienen factores hematopoyéticos. Esto se
debe a que aproximadamente, en la tercera semana de cultivo se desarrolla una capa de celulas
adherentes, denominada capa de células del estroma, que producen y secretan tanto factores de
crecimiento como moléculas de la matriz extracelular; los cuales permiten el mantenimiento
de los cultivos por 7-8 semanas. Por lo que estos cultivos deben de ser mantenidos por este
periodo mediante la remocién de la mitad del medio de cultivo cada semana, y la adicion de
medio fresco; con la finalidad de remover las sustancias de desecho que se hayan producido y

la adicién de nutrientes para reponer la perdida por consurno.

La base del mantenimiento de las células inmaduras, al parecer se debe a la interaccion de
las células hematopoyéticas con la capa de células adherentes derivadas de la médula osea. La
mayor ventaja del LTBMC es que permite el estudio in vitro de las interacciones celulares que

ocurren entre las células hematopoyéticas y las células del estroma (24).




La capa de células adherentes en el LTBMC se deriva de los elementos no hematopoyéticos
de 1a médula 6sea (con excepcién de los macréfagos). Esta capa de células adherentes produce
y secreta citocinas necesarias para el desarrollo de la hematopoyesis, lo que reemplaza el

efecto de los factores hematopoyéticos afiadidos exégenamente (24,28).

La capa de estroma o células adherentes se forma entre la segunda y tercera semana del
cultivo. Mientras la capa de células hematopoyéticas migran y se adhieren a la capa del
estroma, en donde proliferan y forman grandes focos de células del estroma, y posteriormente
son liberadas a la fraccién soluble. Las células del estroma que crecen in vitro son:

fibroblastos, macréfagos, células endoteliales y adipocttos (28).

Mediante este tipo de sistemas in vitro han sido estudiadas muestras tanto de medula 6sea
normal, cordén umbilical, sangre periférica y de medula ésea proveniente de pacientes con

diversas enfermedades hematolégicas. Una de ellas son los Sindromes Mielodisplasicos.




SINDROMES MIELODISPLASICOS (SMD)

Los Sindromes mielodisplasicos (SMD) se definen como alteraciones primarias neoplasicas
de las células seminales hematopoyéticas (29-33) que tienen la capacidad de transformarse a
leucemia aguda (LA). La patofisiologia de los SMD es una hematopoyesis ineficaz
consecuencia de una maduracién anormal de las células precursoras. Las principales lineas
afectadas son la eritroide y la mieloide, por lo que se observa una eritropoyesis y una
granulopoyesis inefectiva que incluye un decremento en la sintesis de ADN en el cicle
mitético y un aumento en la muerte celular (apoptosis). Los SMD se caracterizan por

citopenias en sangre periférica y por una médula ésea hipercelular, pero de células inmaduras

(29-33).
Signos y Sintomas

Los SMD se presentan con mayor frecuencia en individuos mayores de 50 afios de edad,
siendo la edad promedio de 70 afios (29-33); a pesar de la predominancia en pacientes de edad
avanzada, los SMD también han sido descritos en individuos jovenes y en nifios (32). Los
hallazgos hematolégicos incluyen anemia, neutropenia y/o trombocitopenia. L.a anemia es la
mas constante y se presenta en 85% de los pacientes (29-33). El 50% de los pacientes son
asintomaticos, si la anemia es severa pueden presentar fatiga y debilidad. Es muy infrecuente
que al diagnostico lo precedan sintomas hemorragicos (10% de los pacientes) por
trombocitopenia o infeccion (en la tercera parte de los casos), debida a la neutropenia. Entre el
10 y 20% de los pacientes se presenta esplenomegalia, y hepatomegahia en el 5 al 25% de los

casos (33).

Es muy infrecuente que los SMD se encuentren asociados con trastormos en la piel. En
pacientes con monosomia 7 o deleciones en el cromosoma 7 existe una probabilidad de
desarrollar diabetes insipidus. Sintomas comunes pero inespecificos son, la perdida del apetito

y la perdida de peso (29-33).
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Los pacientes en ocasiones presentan un decremento de las células NK y de linfocitos T

cooperadores (29-33). Las principales anomalias se resumen en la siguiente tabla:

Sangre Periférica

Médula bsea

Serie Eritroide

Anemia, macro-ovalocitosis,
poiquilocitosis, anisocitosis,
células rojas nucleadas

Eritropoyesis megaloblastica,
sideroblastos en anillo

Serie Mieloide

Neutropenia, neutréfilos
hipersegmentados, metamielocitos
circulantes, pseudo-pelger-hitet

Hiperplasia mieloide, arresto
parcial de la maduracién en el
estadio de mielocito, incremento
de las formas monocitoides,
formas blasticas
( <5-30%)

Serie Trombocitoide

Trombocitopenia, plaquetas
disfuncionales, alargadas y
atipicas

Numero incrementado de
megacariocitos, pequeiios y
granulados

Mayer JR,Canellos GP. 1996 .Leukemia. Saunders Company.

Historia

A comienzos del siglo XX, comenzaron a surgir reportes en donde se describian una alta

mortalidad en trastornos citopénicos, refractarios al tratamiento. Chevallier et al en 1942

propuso el termino de “odo-leucemia”. El eligié el termino griego “odo” que significa

comienzo; para resaltar que estos trastornos son el comienzo a la leucemia. En 1949,

Hamilton-Peterson utilizé el termino “preleucemia”, para describir a pacientes con anemia

refractaria que antecedia al desarrollo de leucemia mieloide aguda (LMA). Cuatro afios mas

tarde Block y colaboradores ampliaron el concepto para incluir citopenias de todas las lineas.

Desde mediados de siglo, este tipo de trastornos han recibido multiples denominaciones ,

dentro de los mas comunes encontramos: “preleucemia”, “sindromes preleucémicos” y

“sindromes dismielopoyéticos” (2).
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Clasificacién

Los SMD pueden ser divididos en primarios; los cuales se refieren a trastornos que se
presentan de novo, y secundarios, los cuales incluyen condiciones congénitas o adquiridas.
Los SMD secundarios se relacionan con agentes téxicos, como agentes alquilantes y radiacion,
o a terapia en el tratamiento de enfermedades malignas (1,33,35). En el presente estudio

abordaremos unicamente el estudio de los SMD primarios.

En 1982, el grupo franco-americano-inglés (FAB) propuso un esquema de clasificacion
para los SMD. Esta clasificacion define cinco subgrupos basados en la cuenta de blastos y el

grado de dispoyesis tanto de la sangre periférica como de medula ésea. Los cinco subgrupos

son:

¢ Anemia refractaria (AR)

¢ Anemia refractaria con sideroblastos (ARS)

¢ Leucemia mielomonocitica crénica (LMMC).

¢ Anemia refractaria con exceso de blastos (AREB)

e Anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién (AREB-T)
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En el siguiente cuadro se observa el porcentaje de blastos de acuerdo al subtipo de

sindrome mielodisplasico, tanto en sangre periférica como en médula Osea:

TIPO SANGRE PERIFERICA MEDULA OSEA
AR <1% blastos <5% blastos
ARS <1% blastos <5%, blastos con sideroblastos
que comprenden >15% de las
. células nucleadas
LMMC <5% blastos con monocitosis 5-20% blastos
(>1x10° /L)
AREB <5% blastos 5-20% blastos
AREB-t >5% blastos 20-30% blastos

Mayer JR,Canellos GP. 1996 .Leukemia. Saunders Company.

Factores Prondésticos

La supervivencia media de los pacientes con SMD es de 22 meses. El indice de mortalidad

varia de 58 a 72%. Entre el 10 y 50% de los pacientes evolucionan a Leucemia mieloide

aguda, dependiendo del tipo de SMD. Los pacientes con AR y ARS pueden permanecer

estables por afios sin que la anemia o los sintomas empeoren. En pacientes politransfundidos

un problema comiin son la altas cantidades de hierro, lo que puede llevar a hemosiderosis o

algunas veces hemocromatosis.

El tiempo de supervivencia es mas corto en pacientes con un numero incrementado de

blastos en la medula 6sea. Las causas mas comunes de muerte son las hemorragias y las

infecciones, ambas resultado de las citopenias (33,35).
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Entre el 50 y 70% de los pacientes presentan cariotipos anormales (36). Dentro de los

cambios citogenéticos se pueden encontrar anormalidades tanto numeéricas como estructurales.

Las anormalidades cromosémicas que se presentan mas frecuentemente involucran a los

cromosomas 5,7,8,11,12 y 20 (36). Los pacientes con AREB y AREB-T presentan con mayor

frecuencia cariotipos anormales, con excepcién de la del(5)(q13q133) y de la del(11){(q14q23)

gue se asocian con AR y ARS respectivamente. Los pacientes con rearreglos cromosomicos

multiples tienen un alto riesgo de evolucionar a leucemia, mientras que las anormalidades

\nicas, excepto por la monosomia 7 y la 5, tienen una supervivencia similar a los que

presentan cariotipos normales (36,37).

Edad promedio Supervivencia Transformacion a
(afios) (meses} leucemia aguda ( % )
AR 68 44 17
ARS 73 55 10
LMMC 72 29 19
AREB 68 17 42
AREB-t 66 5 51

Mayer JR,Canellos GP. 1996 .Leukemia. Saunders Company.
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Tratamiento

No existe una terapia especifica ni efectiva para eliminar a la clona displasica. El
tratamiento principal consiste en terapéutica de sostén, incluyendo transfusiones y antibioticos
(29-33). Sin embargo, existen protocolos que involucran la utilizacién de diversas terapias,
entre las que se encuentra el uso de quimioterapia. La quimioterapia se inicia con mayor
frecuencia en pacientes que han evolucionado a leucemia mieloide aguda (LMA), debido a que
en pacientes con SMD no tiene un buen pronostico. El transplante de medula 6sea alogénico
(TMOA), parece tener un mejor pronostico, aunque a la fecha no existen suficientes estudios
para poder corroborarlo (32). Ademas del uso de la quimioterapia y del TMOA, se han
realizado otros intentos clinicos como es el uso de factores de crecimiento y el uso de agentes
inductores de la diferenciacién. Dentro de los agentes inductores de la diferenciacién se
encuentran los retinoides, los interferones, la 1,25 dihydroxyvitamina D3 y el HMBA y 5-Aza-
2’ deoxicytidina. Desafortunadamente estos agentes aunque han demostrado utilidad en otros
padecimientos como la leucemia promielocitica aguda; y han demostrado disminuir €l
porcentaje de blastos in vitro, en pacientes con SMD el uso de estos agentes resulta en una
respuesta parcial y poco durable; en algunos casos se mejoran los parametros hematologicos,

pero no se reducen ni los blastos en médula ésea, ni la progresién a leucemia.

Estudios in vitro e in vivo han demostrado un mejor efecto de los agentes inductores de la
diferenciacién cuando se utilizan en combinacién con factores hematopoyeticos. Estudios
combinando ATRA y G-CSF; y nTRA mas G-CSF, Epo y tocoferol; han demostrado un
incremento en la cuenta absoluta de neutréfilos en el 95%, ademdas de una mejoria en otros
parametros hematolégicos y un decremento en el requerimiento de transfusiones, asi como un
aumento en el nimero de BFU-E in vitro. Al parecer la combinacién de diferentes agentes en
el tratamiento de los SMD es prometedor, pero aun hacen falta mas estudios en donde se
puedan utilizar estos agentes en el tratamiento tanto de pacientes considerados con un SMD
menos agresivo (RA y RARS), como en pacientes en los que el uso de quimioterapia y TMOA

no es de buen pronostico (39).
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ANTECEDENTES

Estudios bioquimicos y moleculares han demostrado que la hematopoyesis en los pacientes
con SMD es monoclonal (42); analisis clonales han demostrado que la mayoria de las células
mieloides maduras y monocitos derivan de la clona maligna; sin embargo se ha observado que
la clona anormal ‘coexiste con la clona normal, la cual se ve desplazada, al adquirir la clona

transformada, una ventaja de crecimiento (42).

Los primeros estudios in vitro .se enfocaron al estudio de los progenitores granulo-
monociticos en los pacientes con SMD. Greenberg, en 1979, describi6é un bajo crecimiento de
UFC-GM en 79% de las muestras analizadas, lo cual ha podido corroborarse con diversos
estudios (44-46). Dan en 1993, encontré una disminucién en el nimero de progenitores UFB-
E, UFC-GM y UFC-Meg en 21 muestras de pacientes con SMD, y en algunos casos ausencia
de colonias UFC-Meg (67% de los pacientes). Es importante remarcar que el numero de
colonias eritroides se encontré muy disminuido en la mayoria de las muestras, sin embargo,
fue particularmente muy bajo o incluso se encontré ausencia en muestras de AREB y
AREB-t. Por el contrario, dos muestras de AR mostraron niveles de UFB-E semejantes al
control, interesantemente en estas muestras los nimeros de colonias de UFC-GM y UFC-Meg

fueron normales también.

Los estudios en cultivo a largo plazo, muestran una disminucion en la cinética de
células mononucleares tanto en la capa adherente como en la no adherente (47), a excepcion de
la cinética de un caso de LMMC, el cual fue reportado por Coutinho en 1993, en donde la
cinética de crecimiento es superior a la del control. En cuanto a la cinética de crecimiento de
los progenitores hematopoyéticos, inicamente se ha reportado la cinética de los progenitores

granulo-monociticos, la cual es inferior a la del control (a excepcién del caso de LMMC) (47).

Tanto en los estudios en cultivo a largo plazo como en cultivos semisélidos, la mayoria de

los casos estudiados han correspondido a los subtipos AR y AREB (44,47,48).
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Los estudios realizados acerca del MH son contradictorios, ya que trabajos realizados en
cultivos de médula ésea a largo plazo (LTBMC) han demostrado anormalidades en la capa de
estroma (Borbenyi, 1987). Por su parte Coutinho et al en 1993 encontrd que el numero de
UFC-F (unidades formadoras de colonias de fibroblastos) era normal, asi como un incremento
en el nimero de células adiposas. Este autor concluye que no existen anormalidades en la capa
de estroma , ya que ésta tiene la capacidad de mantener la hematopoyesis de células normales
y por lo tanto el microambiente hematopoyético de los pacientes con SMD es normal. Sin
embargo estudios realizados por Ohmori et al en 1993, describieron que los macréfagos de los
pacientes con SMD inhiben el crecimiento de las UFC-GM normales. Ellos encontraron que
dicha inhibicién estaba mediada por TNFo y ferritina. Por otra parte los macréfagos de los
pacientes con SMD no suprimen a las UFC-GM mielodisplasicas, por lo que proponen que en
el microambiente hematopoyético de los pacientes con SMD pueden existir factores secretados

por las células SMD que inhiben a la clona normal, y/o que existen factores que estimulan a la

clona anormal.

Analizando las concentraciones de factores hematopoyéticos en los cultivos, estudios
realizados por Visani et al (48) describen una produccién disminuida de FEC-GM, en el
sobrenadante de los cultivos, y niveles normales de interleucina 6 (IL-6) y TNF«; lo cual
difiere con lo encontrado en las biopsias de médula dsea, en donde se encontraron niveles
elevados de dicha citocina (59). Masters et al (49), analizando los niveles del ligando del

receptor c-kit (stem cell factor) encontraron que los pacientes con SMD tienen niveles

inferiores de dicha citocina.

Utilizando una técnica que mide simultineamente proliferacidn celular y apoptosis, se
encontrd que en los SMD existe una alta taza de proliferacion, la cual se ve abatida por una

alta taza de muerte celular por apoptosis, tanto en células hematopoyéticas como en células del

estroma (47-52).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios anteriores, han descrito que los progenitores de pacientes con SMD tienen un
crecimiento anormal en cultivo (44-50). Estos trabajos han hecho especial énfasis en el
crecimiento de progenitores mieloides, pero no se analizan sus distintos subtipos, es decir
(UFC-G, UFC-M y UFC-GM). Por otra, algunos de estos estudios analizan también a los
progenitores eritroides, sin embargo, en ellos no se diferencia entre progenitores eritroides
maduros e inmaduros. En ninguno de estos trabajos se reporta el crecimiento de las colonias
multipotenciales (UFC-MIX). Lo anterior indica que hasta la fecha no existe ningtn estudio en
donde se analicen conjuntamente los distintos tipos de progenitores hematopoyéticos. Esto es
de gran relevancia debido a que los progenitores de SMD pueden presentar no solamente

anormalidades en el mimero de progenitores, sino también en la composicion de los mismos.

Ademas de lo anterior, es importante recalcar que en estos estudios no se ha caracterizado
la cinética de los progenitores hematopoyéticos presentes en la capa de los cultivos a largo
plazo. Esto es de gran importancia ya que nos permitiria conocer la biologia de los
progenitores hematopoyéticos de pacientes con SMD interactuando con el MH desarrollado in

vitro.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente a los distintos tipos de progenitores
hematopoyéticos presentes en la médula dsea de pacientes con sindrome mielodisplasico in

vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Evaluar el nimero y tipo de progenitores hematopoyéticos desarrollados en cultivos
semisolidos de médula ésea de pacientes con SMD.

¢ Estudiar la cinética de crecimiento de las células mononucleares presentes en los cultivos
liquidos de médula 6sea a largo plazo.

¢ Evaluar la cinética de crecimiento de los progenitores mieloides, eritroides vy
multipotenciales presentes en los cultivos de médula dsea a largo plazo.
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA

MEDULA OSEA DE PACIENTES CON SMD MEDULA OSEA DE SUJETOS
HEMATOLOGICAMENTE SANOS

J |

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES
|

I I
CULTIVOS SEMISOLIDOS CULTIVOS LIQUIDOS DE
do MEDULA OSEA A LARGO PLAZO
]
DATOS CLINICOS ! !
NO ADHERENTE  ADHERENTE
d7-d49 d21,d35,d49

[ i
—

CONTEO DE CELULAS  CULTIVO SEMISOLIDO

SMD.- Sindrome Mielodisplasico

CMN.- Células mononucleares.
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METODOLOGIA

Las muestras de pacientes con SMD fueron obtenidas en el Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI. Los pacientes fueron sometidos a la toma de un aspirado
de médula ésea en la cresta iliaca postero-superior, como parte de las pruebas que se realizan
para diagnostico. Las muestras fueron obtenidas bajo anestesia local, en jeringas de plastico
estériles heparinizadas; se recolectaron entre 3 y 5 mi. La médula dsea de sujetos
hematolégicamente sanos se obtuvo de los donadores de médula désea para trasplante

alogénico, realizados en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Obtencién de las Células Mononucieadas (CMN)

La muestra de médula dsea se homogeneiza y se coloca en un tubo de plastico estéril para
centrifugacion (1200rpm, 7 minutos a 15° c). Después de las centrifugacién se obtiene el
plasma y se guarda en tubos para congelacion (nalgene® cryowale™) de 5ml. La capa superior
de células o "buffy coat" se separa y se resuspende en PBS (Buffer Salino de Fosfatos 7.2 -Life
Technologies™) para tener una relacién de 2ml de PBS por 30-35 millones de células
nucleadas y 4ml de Ficoll (Ficoll-paque™ PLUS Pharmacia Biotech). Se centrifuga a 2300
rpm, 20 minutos a temperatura ambiente. Este sistema divide a los elementos celulares en dos
fracciones principales: granulocitos y eritrocitos que precipitan en la pastilla y células
mononucleares que permanecen en la interfase, la cual se separa y se somete a dos lavados
con PBS, centrifugando a 1200 rpm, 7 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar por
segunda vez con PBS se retira el sobrenadante y se resuspende la pastilla con medio de
Dulbeco modificado por Iscove (IMDM) con 2% de suero fetal bovino (FBS - Stem Cell
Technologies Inc). La pastilla debe de resuspenderse en una cantidad conocida de medio, para

que se pueda realizar el conteo de células (24).
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Conteo de células

La cuenta de células nucleadas se realiza utilizando una muestra de médula dsea
mezclada con una solucién que causa lisis a las células rojas (liquido de Turck). El
procedimiento se lleva a cabo tomando 10ul de la suspensidon y mezclandola con 90ul de
liquido de Turck (almacén de reactivos del IMSS). Se dejan pasar unos minutos para que el
liquido pueda lisar a las células rojas y se vierten 10ul de la suspensién en el hemocitometro.
El hemocitometro se coloca en un microscopio dptico a 10x, y se cuentan las c€lulas que se
encuentren dentro de la cuadricula con la ayuda de un contador. Posteriormente se hace la
relacién del numero de células multiplicando el voliimen de la suspension de la muesira de

médula 6sea (ml) por la dilucién (10), por el nimero de células por cuadricula, por una

constante (10,000) (1,2).

Cultivos Semisélidos

El procedimiento que se lleva a cabo es el siguiente: se adicionan 50 000 células nucleadas a
un tubo que contiene 1.3 mL de metilcelulosa (Stem Cell Technologies Inc), suero fetal de
bovino, 2-mercaptoetanol, penicilina, estreptomicina y citocinas recombinantes: FEC-GM,
Epo, Stem Factor e IL-3. Se agita en vortex para homogeneizar. Con una jeringa estéril de
3mL con aguja de punta roma estéril, se aspira la suspensién, y se coloca en placas de 35mm
de diametro. El cultivo se coloca en cajas petri de 100x20mm con otra placa que contenga
agua estéril, sin tapa. Se coloca en la incubadora a 37°c, 5% de CO, y a una humedad relativa

de 80%. Después de 14-21 dias se cuentan las colonias en el microscopio invertido (24).
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Conteo de colonias

Se cuantifican las colonias, y dependiendo de su morfologia se clasifican en colonias
mieloides, las cuales son colonias de color blanquecino; colonias ertroides, que se observan
de color rojo, y finalmente colonias multipotenciales o mixtas, en este tipo de colonias se

observan células tanto rojas como blancas (24).

Dentro de las colonias mieloides vamos a distinguir tres tipos; las colonias de granulocitos
(UFC-@G), las ‘colonias de monocitos (UFC-M), y las colonias bipotenciales o de granulo-
monocitos (UFC-GM). Las colonias UFC-G, son colonias compuestas por células de tamaiio
pequefio, redondas con la membrana muy bien definida y refringentes. Las colonias de UFC-M
son colonias compuestas por células de mayor tamafio que las de granulocitos, son células no
refringentes y la colonia generalmente presenta menor numero de células que la de
granulocitos. Finalmente las colonias UFC-GM, estin compuestas por ambos tipos celulares,

generalmente son colonias de mayor tamafio que las de granulocitos o las de macréfagos.

Dentro de las colonias eritroides podemos distinguir dos tipos, una de ellas formada por un
progenitor inmaduro denominada UFB-E, es una colonia de color rojo, con células muy
pequefias, de menor tamafio que las de granulocitos, la colonia es muy densa, y puede o no
contener I6bulos. El otro tipo de colonia eritroide, es la formada por un progenitor mas maduro
UFC-E, por lo que el tamafio de la colonia va a ser menor, asi como usualmente la intensidad

del color rojo de la colonia es menor.

Las colonias mixtas o multipotenciales son formadas por progenitores muy inmaduros.

Estas colonias se distinguen por contener células tanto eritroides como mieloides, su tamafio

puede ser variable.
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Cultivo liquido de médula 6sea a largo plazo

La técnica para llevar a cabo estos cultivos es la siguiente; se utiliza una suspension celular
con 3 x 10° células nucleadas por cada mL de medio de LTBMC, el cual contiene: medio alfa,
suero fetal de bovino, suero de caballo, 4cido fdlico, transferrina, 2-mercaptoetanol,
hidrocirtizona, antibiéticos (Stem Cell Technologies Inc). A la suspension, se le agrega
hidrocortizona (10° M), y se agita. Se adiciona 1 mL de la suspensién en cada uno de los
pozos centrales, de las placas de 24 pozos. A los pozos de alrededor se les adiciona agua
estéril. La placa se incuba 4 dias a 37°C, después del cuarto dia se incuba a 33°c. En el dia 7,
se realiza el cambio de medio, el cual se realiza removiendo la mitad del medio y agregando
la misma cantidad de medio fresco. Del medio que se removid, se hace una cuenta de células
nucleadas, y se siembra en cultivo semisélido. El mismo procedimiento se realiza cada 7 dias
hasta llegar al dia 49. A partir de la semana 3, algunos pozos fueron sacrificados para el
analisis de las células adherentes, las cuales se obtienen mediante la adicion de 500ul de
tripsina, después de 10 minutos de incubacién a 37°C  se agregan 300ul de suero fetal
bovino. Posteriormente se separa la capa adherente y se realiza una cuenta de celulas

nucleadas, y se siembra en cultivo semisolido. Este procedimiento se realiza en la semana 3, 5

y 7 (24,28).
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RESULTADOS Y DISCUSION

I.- PACIENTES

Se estudiaron 11 muestras de pacientes con SMD, de las cuales 6 correspondieron al subtipo
de anemia refractaria (AR), 1 al subtipo anemia refractaria con exceso de blastos (AREB), 2 al
subtipo de anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién (AREB-t) y 2 al
subtipo de leucemia mielomonocitica crénica (LMMC). Se estudiaron 6 muestras de médula
4sea normal como control. En este estudio la mayor parte de las muestras correspondieron al
subtipo AR (55%), lo cual correlaciona con el estudio realizado por Coutinho et al 1993
(grupo britanico)(56), en donde estudiaron 50 muestras de SMD. Sin embargo difiere de un
estudio realizado por Soligo et al. 1994 (grupo italiano), en el cual el subtipo mas frecuente
correspondié al de AREB (60). A diferencia de otros estudios (47,56,60) nosotros
encontramos una frecuencia de casos de LMMC alta (18%), mientas que en estos estudios o no

se reporta ningin caso, o éstos ocupan el 2 y 5% del total de las muestras, respectivamente.

Se encuentra reportado que en los pacientes con SMD, la anemia es la alteracion
hematoldgica mas constante y se presenta en 85% de los pacientes (29-33). Dentro de los
pacientes incluidos en este estudio, el 80% presenté anemia. En cuanto al nimero de
leucocitos se presenté una amplia variabilidad, el 30% de los pacientes tenian leucopenia (los
tres casos correspondieron al subtipo AR), otro 30% presento niveles normales (incluyendo los
subtipos AR, AREB y AREB-t} y el 40% restante mostré datos clinicos de leucocitosis,
incluyendo un caso de AR, uno de AREB-t, y los dos casos de LMMC, en donde es
importante recalcar, que presentaron los niveles mas altos de leucocitos. En cuanto al nimero
de plaquetas, el 82% de los pacientes presentd plaquetopenia en algunos casos severa.
Unicamente en 2 de las 11 muestras se encontraron niveles normales de plaquetas, en ninguno
de los casos se presentd trombocitosis. Los casos de AREB-t y LMMC presentaron el

porcentaje de blastos mas elevado ( tabla 1).
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I1.- CRECIMIENTO DE LOS PROGENITORES HEMATOPOYETICOS EN
CULTIVO SEMISOLIDO

El crecimiento de los progenitores hematopoyéticos presentes en los pacientes con SMD en
cultivos semisélidos de dia cero, presentd progenitores mieloides en el 100% de las muestras.
Los progenitores eritroides y muitipotenciales (mixtos) inicamente se encontraron presentes
en el 60 y 30% de las muestras, respectivamente. Unicamente el 10% del total de las muestras
presentaron niveles normales de progenitores mieloides y mixtos, y en ninguna de las 11

muestras analizadas se encontraron niveles normales de progenitores eritroides.

En médula 6sea normal, el 53% de las colonias que crecen en cultivo son colonias de tipo
mieloide, dentro de las cuales la mayoria comesponde a progenitores monopotenciales
(UFC-G (fotografia 1) y UFC-M (fotografia 2) )y un menor porcentaje a progenitores bipotenciales
(UFC-GM (fotografia 3) ). Los progenitores eritroides también se encuentran en una alta
proporcién (45%), aunque ésta siempre es menor a la de los mieloides. Dentro de los
progenitores eritroides, encontramos una mayor proporciéon de progenitores eritroides
inmaduros (UFB-E (fotografia 4) ) que maduros (UFC-E (fotografia 5)). Finalmente los
progenitores méas escasos fueron los progenitores mixtos (UFC-MIX (fotografia 6)} los cuales

ocupan el 2% del total de colonias (tabla 2, graficas de barras 3 y 4).

Analizando los diferentes tipos de progenitores hematopoyéticos por subtipo clinico
encontramos que en el subtipo AR el 69% de las colonias son de tipo mieloide, el 30% de tipo
eritroide y el 1% mixtas, lo cual es semejante al control; sin embargo se puede observar que en
promedio, el nimero de estos progenitores estd disminuido en un 40% (a pesar de que las
muestras presentaron un crecimiento muy heterogéneo). En cuanto a la composicion de las
colonias mieloides, se mantiene la misma proporcién del tipo de progenitores que en el
control, a diferencia de los progenttores entroides, de los cuales se presentaron mas

progenitores maduros que inmaduros (tabla 2, graficas de barras 3 y 4).
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Esto concuerda con otros estudios (46,47) en donde también se reporta una gran

heterogeneidad en el crecimiento de los progenitores de este subtipo.

El subtipo clinico AREB estuvo representado inicamente por un caso, en ¢l cual se
presenté un crecimiento anormal ya que el numero total de progenitores correspondid al 13%
del control y el 100% de los progenitores correspondieron a progenitores del tipo mieloide, no
encontrindose progenitores ni eritroides ni multipotenciales. Analizando la composicién de los
progenitores mieloides, también encontramos anomalias, ya que el 100% de los progenitores
mieloides fue del tipo de granulocitos. No se presentaron colonias bipotenciales, ni colonias de

macrofagos (tabla 2, graficas de barras 3 y 4).

Los progenitores de AREB-t también presentaron un crecimiento irregular, ya que el 99%
de las colonias observadas correspondieron al tipo mieloide y su nimerc fue del 34% con
respecto al control. Unicamente una de las dos muestras presentd progenitores eritroides, pero
en niveles muy bajos, y en ninguno de los dos casos se detectaron colonias mixtas o
multipotenciales. No se encontrd diferencia en la composicién de las colonias mieloides con
respecto al control, sin embargo el 100% de los progenitores eritroides eran progenitores
maduros (tabla 2, 3 y 4). Esto difiere con el estudio realizado por Dan et al (46} quienes en dos
muestras analizadas de este subtipo no detectaron el crecimiento de progenitores eritroides, lo
cual puede deberse a que estos autores unicamente estudiaron progenitores inmaduros

(UFB-E), y los que se reportan en el presente estudio son progenitores maduros.

A diferencia del crecimiento de los otros subtipos, los dos casos de LMMC fueron los
linicos en presentar niveles de progenitores mieloides por arriba del control. En la proporcién
de estos progenitores se puede observar un ligero aumento en progenitores de granulocitos, sin
embargo se mantiene el mismo patrén. Por otra parte, no se detecté la presencia ni de

progenitores eritroides ni de progenitores multipotenciales.
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La morfologia de las colonias fue normal, tinicamente en los subtipos AREB y AREB-t se
detectd la presencia de colonias mieloides anormales, las cuales se distinguen por ser colonias
muy pequefias, compactas con un bajo nimero de células por colonia, por lo que se denominan

“clusters” ( fotografia 7).

Estos hallazgos concuerdan con el estudio realizado por Dan et al (46) en donde reportan la

presencia de clusters en éstos subtipos, sin embargo estos autores también encuentran este tipo

de colonias en el subtipo AR.

En el estudio realizado por Visani et al (48) en donde estudiaron 15 muestras de pacientes
con SMD, se incluyeron unicamente los subtipos AR y AREB, y no se encontré crecimiento
de colonias mixtas en ninguno de los casos evaluados. Esto difiere con lo encontrado en este
estudio para el subtipo AR, en donde encontramos progenitores mixtos en el 50% de las
muestras analizadas. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado para el subtipo AREB,

en el que no se observé la presencia de ningun progenitor multipotente.

En otros trabajos realizados no se reporta el crecimiento de las colonias por subtipo clinico,
sino unicamente como SMD en general (44, 45 y 50) por lo que no podemos hacer una
comparacién detallada. Es importante hacer notar que en ninguno de estos trabajos se estudid
el crecimiento de todos los progenitores hematopoyéticos, en la mayoria unicamente se reporta
el crecimiento de progenitores UFC-GM, en los que se engloban los 3 tipos de progenitores

mieloides, y en el caso de progenitores eritroides, no distinguen entre maduros e inmaduros.




TABLA 2

NUMERO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS EN
CULTIVO SEMISOLIDO DE DIA CERO

No. progenitores hematopoyéticos / 10° células nucleadas

MIELOIDES ERITROIDES MULTIPOTENCIALES
AR ) 135+108 59+60 4+5
AREB () 31 DD DD
AREB-t (2) 79+49 1+1 DD
LMMC (2 4721326 DD DD
nBM @) 230152 222+52 8+5

Mieloides : UFC-G, UFC-M, UFC-GM. Eritroides : UFB-E, UFC-E. Mixtas : UFC-MIX
DD.-debajo de los niveles detectables. { ) niimero de casos

AR: anemia refractaria

AREB: anemia refractaria con exceso de blastos

AREB-t: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion
LMMC: leucemia mielomonocitica cronica

nBM: médula 6sea normal, control
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GRAFICA DE BARRAS 1

PORCENTAJE DEL TIPO DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS MIELOIDES PRESENTES EN
CULTIVO SEMISOLIDO DE DIA CERO

100,
% IBUFC-G
80 BUFC-M .
60 ’a DUFC-GM _
04|
e
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AR AREB AREB-t LMMC nBM

UFC-G: unidad formadora de colonias de granulocitos
UFC-M: unidad formadora de colonias de macréfagos
UFC-GM: unidad formadora de colonias granulo-monociticas
( ) nmimero de casos

AR: anemia refractaria

AREB: anemia refractana con exceso de blastos

AREB-t: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion
LMMC: leucemia mielomonocitica crénica

nBM: médula 6sea normal, control
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HEMATOPOYETICOS ERITROIDES PRESENTES EN
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GRAFICA DE BARRAS 2
PORCENTAJE DEL TIPO DE PROGENITORES

CULTIVO SEMISOLIDO DE DIA CERO

O UFCE
@ UFB-E

AR AREB-t Nbm

UFC-E: unidad formadora de colonias eritroides
UFB-E: unidad formadora de brote eritroide
( ) nimero de casos

AR: anemia refractaria

AREB: anemia refractaria con exceso de blastos

AREB-t: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién
LMMC: leucemia mielomonocitica crénica

nBM: médula 6sea normal, control
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FOTOGRAFIA 1
Colonia mieloide de granulocitos (UFC-G)

FOTOGRAFIA 2

Colonia mieloide de monocitos (UFC-M)
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FOTOGRAFIA 3

Colonia mieloide de granulo-monocitos (UFC-GM)

FOTOGRAFIA 4

Colonia eritroide inmadura (UFC-E)
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FOTOGRAFIA 5
Colonia eritroide madura (UFB-E)

FOTOGRAFIA 6
Colonia multipotencial (UFC-MIX)
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FOTOGRAFIA 7

“Cluster” de paciente con SMD
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III.- CRECIMIENTO DE LOS PROGENITORES HEMATOPOYETICOS EN
CULTIVOS LIQUIDOS TIPO DEXTER DE MEDULA OSEA A LARGO

PLAZO

CINETICA DE CELULAS NUCLEADAS

En los cultivos de médula désea normal las células mononucleares no adherentes
presentaron una cinética decreciente (grafica 1), esto se debe a que cada semana se remueve la
mitad del medio de cultivo y se reemplaza con medio nuevo, es decir que cada semana se

retira la mitad de la poblacion celular. Nuestra cinética del contro! fue semejante a la reportada

en otros estudios (44,47).

La cinética de CMN en los subtipos AR, AREB y AREB-t fue semejante al control. Esto
difiere del estudio realizado por Borbenyi et al (44), en donde se aprecia una franca
disminucion en la cinética de SMD. Esto puede deberse a que en dicho estudio el 75% de las
muestras eran del subtipo AREB y los autores tnicamente reportan la media de todos los
subtipos. La cinética de las células de LMMC se encuentra ligeramente aumentada con
respecto al control después de la cuarta semana, manteniéndose un alto niimero de células ain

en la semana 7 (grafica 1); esto concuerda con el estudio realizado por Coutinho et al (47); en

este trabajo.

La cinética de células adherentes se comporté de manera muy semejante en todos los
subgrupos, por 1o que en la grafica 2 se muestra la media y desviacion estandar de todos los
subtipos. El crecimiento fue muy parecido al control en las tres semanas (fotografia 8 y 9), lo
cual difiere de los resultados reportados por Borbenyi (44), quien reporta la cinética de células
adherentes de pacientes con SMD inferior al control. Esto puede deberse a la misma razén

que en el caso de células no adherentes, o bien a diferencias en el tipo de placa de cultivo.
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De acuerdo a estos resultados podemos concluir que la cinética de las células nucleadas de
pacientes con SMD no presenta alteraciones significativas con respecto al control. Esto es

particularmente evidente en la cinética de células adherentes.

CINETICA DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

En este tipo de cultivo se evalud la cinética de proliferaciéon de los distintos tipos de
progenitores hematopoyéticos. Como se observa en la grafica 3 los progenitores mieloides de
médula osea normal (UFC-G, UFC-M y UFC-GM) presentaron un descenso continuo, sin

embargo sus niveles fueron significativos hasta la semana 7.

Los progenitores de pacientes con AR, AREB y AREB-t tuvieron un crecimiento inferior
al control. Los casos de AREB-t y AR mostraron un crecimiento muy semejante entre si,
llegando a niveles no detectables entre los dias 42 y 49. En el caso de AREB, su decremento
fue mucho mdas marcado; los progenitores mieloides desaparecieron del cultivo en la segunda
semana, encontrandose Unicamente pequeiios clusters de morfologia semejante a las UFC-M
pero con menos de 50 células, por lo que no fueron contabilizados como colonias. Esto
concuerda con otros estudios (44, 47) en los cuales se reporta que el crecimiento de los

progenitores mieloides de pacientes con SMD es inferior al control.

En LMMC encontramos una cinética superior a la del control, manteniéndose con un
nimero de progenitores elevado durante todo el cultivo. Esto no concuerda con lo reportado
por Coutinho (47) en donde estudié un caso de LMMC y encontrd una cinética inferior a la del

control (grafica 3).
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Los progenitores eritroides incluyeron tanto a los progenitores maduros (CFU-E), como a
los inmaduros (BFU-E). Este tipo de progenitores fue detectado inicamente en 4 muestras de
pacientes con AR. En todas las muestras los niveles de los progenitores fueron inferiores al
control desde el dia cero. En la muestra AR(HP) éstos progenitores se presentaron en el cultivo
hasta el dia 28, a diferencia de las otras 3 muestras, de las cuales los progenitores

desaparecieron en la primera y segunda semana del cultivo {grafica 4).

En la cinética de los progenitores multipotenicales (mixtos), el crecimiento anormal es
mucho mas dramatico (grafica 5). Los progenitores multipotenciales fueron detectados
inicamente en 2 de las 6 muestras de AR. Aln cuando sus niveles fueron semejantes al
control en el dia 0, desaparecieron del cultivo en la primera y segunda semana, a diferencia

del control en donde se detectaron este tipo de progenitores hasta el dia 21.

La cinética de progenitores eritroides y multipotenciales no puede ser comparada con otros

estudios debido a que el presente trabajo es el primero en reportarlas.
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GRAFICA 1

CINETICA DE CELULAS NUCLEADAS NO ADHERENTES
EN CULTIVO LIQUIDO

10000 «

1000 +

100 4

10 «
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do d7 di4 d21 d28 das d42 d4g
dlas

nBM: médula dsea normal

LMMC: leucemia mielomonocitica crénica

AREB-t: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion
AR: anemia refractaria

AREB: anemia refractaria con exceso de blastos
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GRAFICA 2

CINETICA DE CELULAS NUCLEADAS ADHERENTES
EN CULTIVO LIQUIDO
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nBM: médula ésea normal

SMD: sindromes mielodisplasicos
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GRAFICA 3

CINETICA DE PROGENITORES MIELOIDES
EN CULTIVO LIQUIDO
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LMMC: leucemia mielomonocitica crénica

AREB-t: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién
AR: anemia refractaria

AREB: anemia refractaria con exceso de blastos
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GRAFICA 4

CINETICA DE PROGENITORES ERITROIDES
EN CULTIVO LIQUIDO

10000
—&—nBM

1
1
—a— AR (HP} |
—8— AR (LM) |
——AR(DR) |

1000 —— AR (GC) !

100 4

10 4

NUMERO DE PROGENITORES / POZO

do d7 d14 d21 d2s das d4z2

dias

nBM: médula dsea normal
AR: anemia refractaria
( ): iniciales del paciente




GRAFICA S

CINETICA DE PROGENITORES MULTIPOTENTCIALES
EN CULTIVO LIQUIDO

1000 «

100

10 4

NUMERO DE PROGENITORES / POZ0O

—e—nBM ﬁ
—8— AR (GC) ;
—a— AR (HP) |

do

nBM: médula 6sea normal
AR: anemia refractaria
( ): iniciales del paciente

d7

di4

dias

d21 d28
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FOTOGRAFIA 8

Cultivo a largo plazo tipo Dexter. Estroma de médula ¢sea normal

FOTOGRAFIA 9

Cultivo a largo plazo tipo Dexter. Estroma de paciente con SMD
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FRACCION ADHERENTE

En los cultivos a largo plazo tipo Dexter también fueron evaluados los progenitores
hematopoyéticos presentes en la fraccién adherente (tabla 3). En las muestras de médula sea
normal podemos observar que el mayor nimero de progenitores adheridos al estroma lo
encontramos en el dia 21, y en las semanas subsecuentes se encuentra un menor numero de
éstos progenitores, posiblemente porque van madurando y se desprenden de ésta capa para
poder proliferar y diferenciarse. Los progenitores mieloides son los mas abundantes,
encontrandose hasta el dia 49, mientras que los eritroides y multipotenciales Unicamente se

encuentran hasta el dia 35.

En el caso de AR el crecimiento de los progenitores hematopoyéticos fue heterogeneo, sin
embargo se aprecia un numero muy reducido de progenitores con respecto al control. Los
casos de AREB y AREB-t muestran una disminucion mucho mas marcada de todos los
progenitores hematopoyéticos, de hecho, en el dia 35 de cultivo no se detectd la presencia de
ningin tipo de progenitor en estos cultivos. El crecimiento de los progenitores de LMMC en
la fraccidon adherente se comportd en forma similar a lo ocurrido en la fraccion no adherente.
No se detectaron progenitores ni eritroides ni multipotenciales, y los progenitores mieloides

presentaron niveles semejantes al control y en una muestra incluso superiores a éste.

En la literatura se encuentra un estudio (44) en donde analizaron la capa adherente, pero
iinicamente los progenitores mieloides. En este estudio se reporta una disminucion en €stos
progenitores, los cuales desaparecieron en la semana 6 del cultivo. En este estudio se analizo la
media y desviacion del crecimiento de las muestras de SMD, a diferencia del presente estudio
en donde analizamos el crecimiento de los progenitores por subtipo clinico. Esto nos permitio
identificar que en algunos subtipos como AREB y AREB-t el crecimiento de los progenitores
mieloides desaparece en la semana 5, pero en otros subtipos como en AR y LMMC
encontramos la presencia de dichos progenitores hasta la semana 7. No se encontraron reportes

en la literatura del nimero de colonias eritroides ni multipotenciales en la capa adherente.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Considerando la evidencia experimental surgida del presente estudio, podemos concluir que
el crecimiento in vitro de los progenitores hematopoyéticos de pacientes con SMD se
encuentra alterado. Los resultados obtenidos demuestran la existencia de deficiencias tanto
cuantitativas (bajos niveles de progenitores en médula 6sea) como cualitativas (proliferacion
disminuida de progenitores en cultivos liquidos a largo plazo) en pacientes con AR, AREB
AREB-t. En el caso de pacientes con LMMC, las alteractones observadas fueron

principalmente cuantitativas (niveles superiores de progenitores mieloides en médula dsea).

En todos los casos analizados se observd la presencia de progenitores mieloides, mientras
que en el grupo de pacientes con AR fue posible la identificaciéon de progenitores eritroides y
muitipotenciales. Esto sugiere que dentro del complejo sistema hematopoyético, el linaje
eritroide y el compartimento de progenitores multipotenciales estan siendo preferentemente

afectados en pacientes con SMD. La razén de esto es, actualmente, motivo de diversos

estudios,

La proliferacién deficiente de los progenitores hematopoyéticos de sujetos con SMD en
cultivos liquidos a largo plazo puede deberse a alteraciones tanto en ellos mismos, como en el
microambiente hematopoyético. Nuestros estudios indican que, en términos cuantitativos, el
estroma medular de pacientes con SMD es semejante al estroma de sujetos sanos (el niumero
de células adherentes es similar). Sin embargo, se requiere realizar estudios encaminados a la

caracterizacion funcional y de composicion, de dicho microambiente.

Finalmente, el presente trabajo permite apreciar ciertos patrones de proliferacién que
parecen relacionarse con el subtipo clinico de los pacientes. Sin embargo, debido al niimero de
pacientes incluidos en este estudio, no es posible hacer una correlacién clinica. Por lo anterior,

seria importante continuar el estudio en un futuro préximo.
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