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ANTECEDENTES

La sangre ha representado desde tiempo inmemorial un tépi-
co de investigacién continuo. Desde la époéa de Empédocles -se ’
consideraba que la sangre constituia uno de los cuatro humores
del cuerpo (1), y su estudic se ha proseguido a través de las
diferentes épocas histéricas enfocéndose desde los més diversos
puntos de vista. Esta formada no sélo por células:leucocitos y
eritrocitos, sino también por una amplia variedadvde proteinas,
1ipidos y otros compuestos orgénicos que la facultan para rea-
lizar importantes y diversas funciones en el organismo entre
las que cabe mencionar:

i) el transporte de oxigeno a todas las células del cuerpo a
través de la hemoglobina contenida en los eritrocitos;

ii) el transporte de metabolitos y hormonas desde el sitio de
su produccién y/o liberacién hasta los érganos blanco es-
tableciendo la comunicacién entre las diferentes partes
del organismo;

iii) 1a formaciénvde una barrera, en la mayoria de los casos
sumamente efectiva, contra la invasién de componentes'ajg
nos a lo propio, a través de la capacidad de algunds de
sus componentes celulares para la destruccidén de particu-
las extraflas y la capacidad para establecer la respuesta

inmune.

Sin embargo, es poco 10 que se conoce acerca de los meca-
nismos que regulan la diferenciacién de las células sanqguineas,
de las células que las originan, y de los cambios que se presen

tan en ellas cuando existe un factor que altere su produccién,



ya que 1os casos en los cuéles puede realizarse una observacién
.més detallada, generalmente corresponden a patologias més o me

nos severas.

El presente trabajo tiene como propésito la caracteriza-

cién y el estudio de la cinética de los componentes celulares

nucleados de la sangre bajo distintas condiciones de anemia. Pa -

‘ra ello, se utilizari un modelo experimental en el cual al san-
grar diariamente por puncién cardiaca a conejos, se lograla

amplificacién de 1los mecanismos'que normalmente regulan la prg

duccién de células sanguineas al inducir un estado de anemla

asi{ como un p051b1e estado de hmpoxla.



INTRODUCCION

ONTOGENIA DEL SISTEMA HEMATOPOYETICO

Los elementos celulares de la sangre, es decir, eritroci-
tos, granulocitos, células mononucleares y plaquetas, se origi
nan en los mamiferos de células hematopoyéticas en las células
mesenquimatosas o tejido conectivo embrionario. En ellos, estas
células se forman primero en las islas sanguineas del saco vi-
telino, y mas tarde ya en el embridn, en las-éreas del tejido
mésobléstico (2). Los estudios realizados cbn embriénes de ra-
ton, han demostrado que las células hemopoyéticas de las islas
sanguineas son el finico sitio genuino de formacién de novo de
células madre hemopoyéticas. Toda la hematopoyesis subsecuente
depende de la migracién, colonizacién y proliferacién de esta
poblacién primordial de células madre, cuyo patrdn de diferen-
ciacién es determinado par las condiciones del microambiente
local (3). Este primer periodo se ha denominado Mesoblastico,
es de duracién desconocida y se caracteriza por la ausencia de

un 6rgano hematopoyético (4).

Posteriormente las células hematopoyéticas se extienden en
tre las células hepiticas y ya puede encontrarse eritroblastos,
megacariocitos y leucocitos granulares, aun cuando los monoci-
tos y los linfocitos pequeflos de la sangre adulta no se encuen
tran en esta etapa, que ha sido . llamada periodo Hepdtico de la
hemopoyesis. En el bazo y en el timo, la hemopoyesis es de cor
ta duracién, y aunque de predominancia linfopoyética, se encuen
tran eritroblastos y algunos mielocitos (4). Esta abundante pro

duccién es caracteristica de la primera mitad de la hematopoye



sis fetal, ¥y disminuye progresivamente hasta el momento del na

cimiento (5).

v

Ei périodo final o Mieloide de la hemopoyesis se inicia
al establecimiento de la circulacién placentaria. La médula 6-
sea toma a su cargo no s6lo la leucopoyesis, sino también la
eritropoyesis con un awmento significativo en la produccién de
granulocitos (5). Es asi, como se veconoce actualmente a la mé
dula ¢sea como el 6rganoc hematopoyético por excelencia, conte-
niendo células precursoras tanto mieloides como linfoides (6).
Se ha postulado que las células hematopoyéticas se originan'en
la médula Ssea y es la sangre la que opera él.sistema de trans
porte de estas células a otros tejidos como fuente de células
hemopoyéticas, pudiendo- regresar al "almacén" provisto por el

tejido mieloide(6,7).

ORIGEN DE LAS -CELULAS HEMATOPOYETICAS

El tejido hematopoyético de mamiferos produce un aporte
continuo de células sanguineas diferenciadas cuyas funciones
son esenciales para la vida., Estas células funcionales tienen
periodos de vida limitados y son incapaces de autorenovarse;
el reemplazo de estas células depende de la actividad de célu-

las hemopoyéticas.

Las células madre hemopoyéticas se definen como '"células
no eépecializadas, progenitoras ancestrales de las células es-~
pecializadas de la sangre con la capacidad de proliferacién ex
tensiva, y de autorenovacion" (7). Por ello, se ha dividido al
tejido formador de sangre en tres compartimientos principales.

E1l primero o de las células madre, contiene células con capaci



~dad de autorenovarse y de generar células mas diferenciadas.

El segundo compartimiento, de células poco diferenciadas, con-
tiene células de capacidad proliferativa limitada, que origina
rén el tercer compartimiento de células especializadas adapta-

das a papeles fisiolégicos especificos (8).

Aun cuando no existe la caracterizacién morfolégica de las
células madre, se ha desarrollado una‘ﬁécnica que permite su
cuantificacién, Este método se basa en la capacidad‘de una cla-
se de células del teJldo hematopoyético de ratones, capaz de o-
riginar colonlas macroscbplcas al ser transplantadas al bazo de
ratones irradiados. BEstas células reciben el nombre de Unidades
Formadoras de Colonias en el Bazo o CFU-S (9,10), y son capaces
de diferenciarse en células mieloides, es decir, eritrocitos,
granulocitos y megacariocitos, Utilizando marcadores cromosémi-
cos inducidos por radiacién, Wu y colaboradores (11) demostra-
ron no sbélo que cada una de las colonias esplénicas se originan
de una célula madre pluripotente, sino que ademés, encontraron
que esa clona puede coritener células formadoras de colonias nue
vas, lo cual apoya la existencia de un proceso de autorenovacién

en las células madre hemopoyéticas.

Estos estudios demostraron que wna célula madre de la médu
la 6sea puede formar una colonia que contiene los tres tipos de
células mieloides, que esta unidad celular puede proliferar y
diferenciarse asi como autorenovarse, utilizandose estas carac-
teristicas para definir la célula madre hematopoyéticavpluripo—
tente. Sin embargo en esta conceptualiizacién no se incluia a las
"células linfoides, a pesar de que numerosos estudios indirectos
habian demostrado la relacién entre CFU-S y el sistema linfoide.

Abramson (1977) demostrd por vez primera, que la médula ésea de
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ratones adultos contiene una poblacién de células madre pluripo
tentes, capaz de originar progenie tanto mieloide como linfoide,

incluyendo linfocitos T y B (12).

MODELO DE LA HEMATOPOYESIS

Basandose en las evidencias presentadas en los diferentes
estudios respecto al origen de las células hematopoyéticas, Que
senberry (13) propone el siguiente modelo de la hematopoyesis: -

Progenitores Linfoides -
CFU-M ; R
C)________—-<::MegacagiocitosJ»——-vPlaquetas
CFU-G,M » Mon001to-Ma;r6£ago Monocitos |
‘ _—J:>‘f(:}“\g§ranulocitos-Almacén Granulocitos
—— O~O
CWNJ-8

CFU-L-M
ERC

FU-E CFU-E . ’
itroid itrocitos

._.(:)..(:)]T:::Eélulas Britroides}-sEritroci
|

e 11

FLURIPOTENTES COMPROMETIDAS  DIFERENCIADAS CIRCULANTES

Abreviaturas: '

CFU-L-M Unidad Formadora de Colonias Linfoides y Mieloides

CFU-5 Unidad Formadora de Colonias en el Bazo

CFU-G,M Unidad Formadora de Colonias Granulociticas y Macréfégosk
CFU-M Unidad Formadora de Colonias Megacariociticas'

ERC Compartimiento Celular Sensible a Eritropoyetina

BFU-E Unidad Expansiva de Colonias Eritroides

CFU-E Unidad Formadora de Colonias Eritroides
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De acuerdo a este modelo, CFU-L-M, la célula madre mas pri
mitiva de la cual se derivan todas las células sanguineas, pare
ce ser una célula con ciclo de vida muy lento, con gran capaci--
dad de autorenovacién y diferenciacién. CFU~S es una poblacién '
celular heterogénea cuya via de diferenciacién es infiuenciada
en gran medida por el ambiente local, que se ha denominado micro
ambiente inductivo hematopoyético (HIM) (14). La mayofia de es-
tas células se localizan en la médula 6sea, algunas residen en
el bazo, y puede encontrirseles en la sangre. E1 resultado de
experimentos de suicidio con timidina tritiada o con hidroxiu-
rea, ha mostrado que CFU-§ tiene un tiempo de generacién relati
vamente largo 0 bien permanece en la fase Go (15). Sin embargo,
puede inducirse a proliferar répidamente a este tipo celular al
disﬁinuir la poblacién de la médula; cuando es moderado el de-
cremento, CFU-S responde proliferando y aumentando 1a diferen-
ciacién, mientras que si se disminuye el compartimiento de es-
tas células por debajo del 10%, no se detecta diferenciacién has
ta que se ha restituido parcialmente la poblacién por auto-repli
cacién {16), CFU-S es capaz de generar células comprometidas y
unipotentes hacia una de las tres vias de diferenciacién mieloi
de, originando finalmente megacarioéitos, monocitos y gramuloci

tos, y eritrocitos.

Asi como se ha utllizado la técnica de formac16n de colo—:,'
nias- para tratar de 1dent1f1car los diferentes precursores exls "
tentes en el compartimiento hematopoyético, Fitchen ha intenta-
do 1a caracterizacién de las células madre con base en sus anti
'genos. Demostré que existen diferencias antigénicas entre los
ptecursores hematopoyéticos y las células que originan, y que las

células madre expresan varias clases de antigenos de histocompa



tibilidad (17). Asimismo, se ha mostrado que los progenitores
eritroides primitivos expresan antigenos tipo Ia que ée pierden
al diferenciarse de BFU-E a CFU-E. Utilizando este mismo tipo de
antigenos, se propuso una poblacién diferente de precursores pa
ra la poblacibén de eosinbfiles y la que origina granulocitos y

monocitos (18).

REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

No se conocen bien los mecanismos por medio de los cuales
las células progenitoras hematopoyéticas son inducidas a proli-
ferar y diferenciarse. Menos del 10% de las células CFU-S mantie
nen su ciclo celular en condiciones rnormales, mientras que cuan
do menos 20% de BFU-E y 70% de CFU-E se mantienen en un estado
activo de proliferacidn; la proporcién que se ha calculado para
la poblacién de CFU-G,M es de 35% (19). Sin embargo, las células
se "comprometen” hacia una uw otro linea de diferenciacién. S§i
definimog el estado de compromiso como la adquisicién de la capa
cidad para responder a una hematopoyetina especifica, puede su-
ponerse que en condiciones fisiolégicas, la mayor parte de la
regulacién hemopoyética ocurre a nivel de células madre ya com-

prometidas (20).

En diferentes tipos de estudios se ha encontrado que la re
gulacién de la proliferacién de CFU-S debe estar mediada por el
balance de factores estimuladores e inhibidores. Estos efectos
deben ser reversibles, y aun cuando la concentracién relativa de
inhibidor y estimulador difieren respecto al estado proliferati

‘vo de CFU-S, ambos factores se encuentran presentes (21). Actual
mente se‘conoce’la necesidad de una ATPasa Na'K' wnida a membra

na paia'que tanto'CFU—S, como CFU-G,M, BFU-E y CFU-~E puedan PTO
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liferar (19). Asimismo, se postula que la regulacién es ejerci-
da a nivel local, y estd mediada por interacciones celulares a-
si como por 1a produccién de moléculas reguladoras. Para medir
la proliferacién y definir los factores reguladores se introdu-
jo dos tipos de sistemas de cultivo. Cuando las células hemopo=-
yéticas se suspenden en un medio semisélido que permite la Ffor-
macién de colonias discretas, todo factor que estimule su proli
feracién recibe el nombre de Factor Estimulador de Colonias 6 °
CSF. Cuando el medio es liquido, los niveles de células se deter
minan en funcién del tieﬁpo, y los factores que estimulan su PrQo.
liferacién se denominan Factores Estjmuladores del Crecipiento

o GSF.

La produccién de granulocitos neutrofilicos y dé fagocitos
mononucleares (monocitos-macréfagos) parece estar controlada por
la Actividad Estimuladora de Colonias o CSA, y la diferenciacién
hacia uno u otro tipo celular, se determina por el tipo de CSA o
su concentracibon ya que se ha identificado una familia de glico-
proteinas con esta actividad (20,22). Los monocitos sanguineos,
linfocitos T, y los macréfagos alveolares, hepaticos y peritonea
les son fuentes importantes de este factor. Este mecanismo ha
llevado al concéptd de regulacién positiva, ya que es un produc-
to de las mismas cé&lulas el que controla la proliferacién de
CFU-G,M. También se ha demostrado la existencia de un factor que
promueve la liberacidn de los neutrdfilos de la médula 6sea qué
recibe el nombre de Factor Inductor de Neutrofilia (NIA) (23) o
Factor Liberador de Neutr6filos (NRA) (13). Sin embargo, varios
investigadores postulan la necesidad de un control negativo y a—i
poyan la idea con la existencia de calonas. Las calonas se defi-

nen como productos de células diferenciadas, tejido-especificas,
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no especie-especificas, que inhiben selectivamente células tem-
pranas de la misma clase, Aun cuando la existencia de las calo-
nas es todavia muy controvertida, se han encontrado factores in
hibidores de la granulopoyesis y monocitopbyesis. As{, la Acti- »
vidad Inhibidora de Colonias, CIA, producida por los granuloci-
tos maduros, bloquea la produccién y/o liberacién de CSA por los
monocitos (24)., Otros estudios han detectado la asociacién de la
lactoferrina contenida en grénulos especificos de los neutr6fi-
los, con una inhibici6n en la produccién de CSA (25). Posterior
mente se confirmé la identidad de la lactoferrina como CIA, im-
plicéndosele como uno de los principales reguladores fisiolbgi-
cos de la granulopoyesis (26,27). Otro nivel de modulacién de
este sistema estd provisto por la generacién de prostaglandina E
(PGE1 y PGE2), derivada de macréfagos, que funciona como un in-
hibidor directo de la proliferacién clonal de CFU-G,M, y que pa
rece producirse en respuesta a niveles elevados de CSA (28).

Los megacariocitos se derivan de CFU-S y su diferenciacién
parece estar determinada‘por factores microambientales. Muchos
estudios han indicado que la regulacién de la produccién de pla
quetas depende de una sustancia humoral ilamada trombopoyetina,
sin embargo, es poco 1o que se conoce acerca de este comparti-

miento (24).

Se ha postulado que el control primario de la produccién
de eritrocitos estd deteyminado por el balance entre las necesi
dades tisulares de oxfigeno y la capacidad del sistema de aporte
de éste, implicandose a la eritropoyetina como wno de los prin-
cipales factores humorales en esta regulaciém (20). In vitro, se
han identificado dos tipos de precursores eritroides a partir -
de CFU-5. El primero; conocido como BFU-E, forma colonias con el
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3

nimero y tamario de subcolonias dependientes de la concentracién
de eritropoyetina presente en el medio. CFU-E parece derivarse
de las subcolonias y es el precursor de las célﬁlas eritroides
reconocibles morfolégicamente en médula ésea. Los estudios rea-
lizados por Nathan (29) demostraron que BFU-E se encuentra pre-
dominantemente en el tejido mieloide y que puede circular en la
sangre, encontrindosele en la fraccién de células null de 1o0s
leucocitos mononucleares. Sin embargo, otras investigaciones de
mostraron que ni un estado de anémia o de hipoxia, condiciones .
que llevan a la elevacién de los niveles de eritropoyetina, pro
vocan cambio en el ntmero o estado proliferativoe de BFU-E, Asi,
se ha propuesto en base a los datos obtenidos, que es necesario
el efecto auxiliador derivado de células T y de medios condiéig
nados por linfocitos T, que contienen un componente activo, de-
nominado Actividad Promovedora de células BFU~E (BPA) qué actta
como el primer factor regulador de la via. La eritropoyetina es
la molécula necesaria para la proliferacién final y la madura-
cién de las poblaciones eritroides (29,30).

Existen otras evidencias, esencialmente morfolégicas, que
implican a los macréfagos en el control de la eritropoyesis, tan
to a nivel de produccién de prostaglandinas, como en una inter-
accién célula-célula, si consideramos que existen uno o mis ma-
créfagos en el centro de la isla sanguinea o eritrén. Aun cuan-
do se desconoce el papel que juegan estos macrbfagos, se les ha
implicado en la regulacién de la eritropoyesis por su capacidad
de estimular la produccién de eritropoyetina renal y hepética a
través de la elaboracién de prostaglandina E1 (20,31).

Han surgido una gran cantidad de estudios respecto al pro-

blema de la regulacibén, en los cuales se detectan diferentes mo
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duladores para cada una de las poblaciones de células sanguineas
por ejemplo, Factor Estimulador de las colonias de Eosinéfilos
y Factor Estimulador del Crecimiento de Eosinéfilos (32). Puede
decirse,sin embargo, que el problema de la regulacién y diferen
cilacién de las células hematopoyéticas es muy complejo y aun no
se resuelve. Se conoce una gran variedad de interacciones celu-
lares, interacciones humorales e interacciones microambientales
que se suceden eén la hematopoyesis, y es esta rica diversidad

la que puede servir como modelo de las relaciones en otros teji

dos y érganos formados por una multitud de tipos celulares.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS CELULAS NUCLEADAS

La produccién de cada tipo celular se inicia con la divisién
mitética de las células hematopoyéticas. ya comprometidas, con
la consiguiente reduccién de tamafio y la especializacién funcio-
nal necesaria, que les permite ser reconocibles morfoldgicamen-
te. Este proceso tiene lugar en la mé&dula bsea, y su resultado
es la formaci6n y liberacién de células maduras con un alto gra -
do de diferenciacién, promedio de vida relativamente corto (ho-
ras a semanas) y con excepcidn de los linfocitos, incapaces de

proliferar,

Para su estudio se ha dividido a 1los precursores en: Serie
Mieloide que da origen a los Mieloblastos, Pronormoblastos y Me

gacariocitos; Serie Linfocitica y Serie Monocitica.

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas morfolbgicas
de los leucocitos; en ella se han incluido tanto lo precursores

presentes en el tejido mieloide, como las células circulantes,

En la tabla 2 se presentan las caracteristicas de la célu-



Tabla 1: Caracteristicas Morfolégicas de los Leucocitos (Tincién de Wright) (4,333

Célula N 1 4 1 [ [} C i t o . p 1tz s =~ o
Tanaito Posicién ] Forma Color Cromatina | M.tuclear- | fluclcolo Cantidad 1 Colox 1S UL
] itos i
;z:;‘::,:i;tg 10 - 20 p [FXcéntrico lesférico u | Morado Red muy £i-|
- P lo central  joval pAlido na Muy fina 2-5 £scasa Azul rofilizas
. . Firas a
Mielocito 12 - 18 p [excéntrico | Oval Morado Fina a grue|Indistinta | Pequefios y Moderada fAzul-rosa |gri<s0s,r:oo
sa nenos : issie ani,
Metanielocito bentral o Basi y oxi- . E5utRskiiss
(Juvenil) 10-18p Lxcéntrico | Herradura ‘llfg’l\eta pé- cromatina - |resente Ninguno Abundante {Rosa BasSesles
Segmentado 10«15 p fentral o 2.5 lobulosjizul vioii- rosy olare
. :’ﬂi'?’f‘m“‘ rico |o mas ffeo oscuro |Muy gruesa |Presente Ninguno Abundante {rosa pAlidc Eqi.\
dreay 1
. |10 -1s fentral o hzul viold- Hrercsos,
Eosindfilo B Excéntrico 2-3 lébuloskeo clare [Gruesa Presente Ninguno Abundantejgsa azula. }13’«[28”'-"9-
Azul viold- : san|Huy rrusgce
Pasbfilo 10 -~ 15 p |Central 2 1é6bulos beo palido Gruesa Presente Ninguno Abundante f{Rosa pilide amifors 'ul:‘
Linfocitos Central o Particulas [Moderadamen
10 -18p BEsférico u {Morado pé- - .
a - zule! RPE ST
Linfoblasto Excéntrico oval lido ES"EE;’.‘ASS pgdte densa 1 2 Escasa Aeulepdlido) tinune
5 Esférico,dep, Masas modery : Azal-cielo [Ninruno o
Linfocito 7 =18 B |Exebntrico | o7 igero zi:;eta %Yas a gran-] Densa Ninguno . rosa claro |pccos srurs
- - Kdes Fi1iss ]
Morocitos 14 p o mds [Central gsférico u |Morado pi- [Fina y fibrgPresente 1 -2 Escasa JAizu) cielo ;llincund .
Monoblasto oval lido lsa o grissceo |poces
Promonocito 12 = 20 i [Central Identado Azul palidd Fina [Presente 0 -1 Moderada [Grisiceo ¢ Algurcs vir]
7ul acero | ldceos.
Esférico,he N Fina, reti s Atundantes,
12 .- 20 p  |Central o ¢ =|Azul viold . = Presente Ninguno Abundante [Grisdceo o {olhce
Honocito Excéntrico |TT3WA ¥ o o0 145 Fulada o en 2ul-acero ;’ul_‘i.off

‘gL



Tabla 2: Caracteristi

cas de las Células Eritroides (Tinci6n de Wright) (4,5)

CELULA

-

H U C L E - 4] C1TOPL LEMA
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las eritroides en su proceso de maduracidén en la mé&dula bsea has

ta convertirse en eritrocitos circulantes,

HIERRO Y TRANSFERRINA: SU PAPEL EN LA HEMATOPOYESIS

El hierro, en cualquiera de sus dos estados de oxidacién
(FeIl 6 Felll), participa en una amplia gama de reacciones bio-
quimicas que incluyen aquellas que controlan el flujo de electro
nes a través de las vias bioenergéticas; la activacién de-oxige
no molecular, nitrégeno e hidrégeno; la descomposicidédn de deri-
vados nocivos del oxigeno tales como per6xido y superédxido; la
sintesis de DNA; y la unidn de oxigeno a moléculas como la hemg
globina, mioglobina y hemoeritrinas (34). En estos procesds par
ticipan enzimas que contienen hierro o son influenciadas por co
factores que poseen hiefro, como ejemplos pueden mencionarse: ci
tocromo ¢, catalasa, citocromo oxidasa; xantina oxidasa, deshi-
drogenasa succinica, aconitasa, peroxidasa y triptofano pirrola
sa (35). La variedad de funciones implicadas, da cierta veraci-
dad al comentario de Neilands quien hipotetizd que, "la vida en
cualquiera de sus formas; sin hierro, es précticamente imposi-
ble" (34). A lo largo del universo biolégico los organismos han
desarroliado moléculas éspecificas para el secuestro del hierro,
lo cual mantiene al elemento en forma soluble y disponible, para
su transporte y la biosintesis de proteinas y enzimas. La exis-
tencia de multiples sistemas de wnién a membrana y transporte, y
el control de su expresibén y funcibén por el hierro, estd amplia-

mente documentada en Escherichia coli, Salmonella typhimurium y

Ustilago sphaerogena (36). En los vertebrados, la funcibén de cap

tacién de hierro es desempefiada por dos proteinas: la transferri

na, que se encarga de transportarlo y, la ferritina, de almace-
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narlo.

En el sistema hematopoyético se involucraba tradicionalmen
fe al hierro Gnicamente en el importante papel de componente pri
mordial en la sintesis de hemoglobina. Sin embargo, son cada vez
mas los estudios dque relacionan a este metal con los leucocitos.
Asi se ha demostrado que una funcién importante del hierro y las
pfoteinas que lo acarrean, es el control de la circulacién de
linfocitos; la unién del hierrc con la lactoferrina confiere a
esta proteina la capacidad de regular la produccibén de granulo~
citos y macrdfagos (26,36). También se ha implicado al hierro
en la fegulacién de la expresitn de un marcador de superficie
en linfocitos de mamiferos (36), y en caso de existir una defi-"
ciencia de hierro, se encuentran cambios patoldgicos tanto en
los leucocitos polimorfonucleares como en los linfocitos afec~

tando incluso la respuesta inmune (35,37,38).

Las transferrinas comprenden una clase de proteinas forma-
das por una cadena polipeptidica tmnica, con dos sitios para unir
al metal y que requieren la participacién de un anién en este
proceso. Las tres moléculas transportadoras de hierro son: trans.
Perrina sérica o siderofilina que es la molécula conocida con el
nombre genérico de transferrina; lactoferrina, que se presenta
en la leche, lagrimas y leucocitos; y, ovotransferrina o conal-

btmina que se encuentra en la clara del huevo de las aves.

La transferrina es una glucoproteina, de cadena polipepti-
dica tnica, de peso molecular cercano a los 77,000 daltones, Sin
tetizada principalmente por el higado, contiene aproximadamente
680 residuos de aminoidcidos y un 6% de carbohidratos unido a la
proteina en una o dos cadenas de heterosacéridos ramificados

que terminan en residuos de 4&cido sidlico. Los estudios hechos
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con transferrina diférrica de conejo en cristalografia de rayos
X con una resolucibén de 6 Z, muestran que la molécula consiste
de dos 16bulos de aproximadamente el mismo tamafio y con los e-
jes principales inclinados cerca de 30° hacia cada 16bulo. Las
dimensiones m&ximas de la molécula son de 100 X 50 X 40 Z, Y,
cada l6bulo contiene un sitio de unién al metal que al unirse

provora un cambio conformacional en la molécula (34,39).

La apotransferrina, forma sin hierro, reacciona con el hie
rro y un anién (generalmente bicarbonato), para formar un comple
jo ternario en el cual el hierro se encuentra en su estado férri
co. Circuia en la sangre'y liquide intersticial del cuerpo acep-
tando hierro de los sitios de absorcién; almacenamiento y libe-
racién de sustancias degradadas que contienen hierro. Doma el
hierro a células en procesos de divisién y crecimiento, particu-
larmente a células eritroides inmaduras, y a las células almace-
nadoras de hierro. Asi, la transferrina act@ia como un verdadero
acarreador del hierroc toméndolo en un sitio; depositéndole en o-

tro y quedando disponible para realizar nuevamente el ciclo.

Probablemente el papel mas importante y ciertamente, el mas
estudiado de la transferrina, es el transporte de hierro a los
sitios de eritropoyesis, en donde la velocidad de captacién de
hierro es lo suficientemente grande como para explicar las nece-
sidades de hierro in vivo. E1 hierro es captado por todos los
precursores eritrociticos nucleados en la médula ésea, siendo mé
ximo este proceso en los estadios tempraros de diferenciacién
(pronormoblasto) (40). Aun después de la pérdida del nGcleo (re-
ticulocito) existe la capacidad de captaci6n de hierro para la
sintesis de hemoglobina. La interaccién entre las células erifroi

des y la transferrina estéd mediada por un receptor especifico,
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reversible y saturable. Los estudios realizados muestran que el
mayor numero de receptores para transferrina se encuentra en los
pronormoblastos y'que este nimero declina progresivamente confor
me avanza la maduracién., Asi, durante la diferenciacién eritroide,
la sintesis de hemo se presenta en el estadio de pronormoblasto

y precede a la sintesis de globina (40). Una vez unida la trans-
ferrina a su receptor, libera su nierro. Algunos investigadores
apoyan la idea de 1la internalizacién de la molécula de transferri
na (39), mientras que algunos otros proponen que el hierro es 1i
berado en la membrana plasmidtica existiendo factores citoplésmi-
cos due movilicen el hierro para transportario a la mitocondria
en donde es incorporado al hemo (41). Asimismo, existe controver
sia en cuanto a la disponibilidad del hierro de los dos sitios de
la transferrina. Fletcher y Huehns (1967) proponen que existe una
diferencia funcional entre ambos sitios ya que el sitio A libera
su hierroc preferencialmente al eritrén y a la placenta, y el si-
tio B al higado y otros tejidos. Estas diferencias serian impor-
tantes en la regulacién de la distribucién y recambio del hierro
en el organismo (42). Sin embargo, otros estudios han demostrado
que los reticulocitos de rata toman el hierro de ambos sitios de

la transferrina en cantidades iguales (43).

Debe mencionarse que la transferrina est& involucrada con'g
tros tipos celulares sanguineos. Se ha demostrado que los monoci
tos, linfocitos y células polimorfonucleares pueden aceptar hie-
rro de la tranéferrina, siendo mayor la captacién en los monoci-

tos y menor en los linfocitos (39).

La posibilidad de que la captacién de hierro en células lin
foides esté mediada por un receptor ha sido investigada por Gal-

braith. Demostré que menos del 5% de los linfocitos son capaces



de unir transferrina (44); perc, cuando estas células son acti-
vadas con fitohemaglutinina o concanavalina, del 40-95% de 1las

células unen transferrina (45).

Se ha encontrado que la captacién de hierro por células iig
foblastoides es similar a la de los fgticuloci;os; sin embargo,
y a diferencia de éstos, unicamente el 10% del hierro incorpora-
do forma parte del hgmo (46). Otros experimentos muestrén la pre
sencia de receptores‘especificos para transferrina en lineas lin
foblastoides. Las células T contienen alrededor de 60,000 sitios’
de unién por célula, mientras que las células B poseen cerca de
30,000 sitios,bsin encontrarse diferencias .para la constante de

asociacién de la reaccién de unién que es de 1 X 1012 mol"1(47).
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OBJETIVO

En condiciones normales, la produccién de células sangui-
neas se encuentra balanceada con su destruccién por mecanismos
reguladores complejos; sin embargo, cuwando la pérdida de células
se incrementa por sangrado crénico, deben ser varios los proce-
sos que se activan, ya que el sistema hematopoyético es capaz

de incrementar el aporte de células fisiolbdgicamente activas.

Al inducir un estado de anemia por sangradoc diario, los me
canismos productores de células sanguineas se ven.amplificados
lo cual nos permite estudiar la cinética de aparicién de las cé~
lulas, asi como ayudarmos a entender los mecanismos generales re
guladores de la hematopoyesis. Los parémetros hematolégicos que
tienen un significado clinico en el diagnéstico de un proceso a-
némico, son el numero de células rojas y la cantidad de hemoglo-
bina, Al inducir la anemia se estimula por tanto la eritropoye-
sis, y si tomamos en cuenta 1los estudios que demuestran que tan-
to las c¢élulas rojas como los leucocitos provienen de un precur-
sor comun, cabe hacerse la pregunta, en esta situacién qué suce-

de con las células blancas?

Asimismo, la produccién acelerada de eritrocitos requiere
de hierro para la sintesis de hemoglobina, ya que al remover las
células se impide la reutilizacién del hierro contenido en ellas
resulta l6gico suplementar con hierro a los conejos para evitar
que la carencia de este metal sea un factor limitante en la eri-
tropoyesis. Como ya se ha mencionado, el hierro juega un papel
importante en su relacién con las células blancas, y puede uno

preguntarse si existiréin diferencias en el nbmero y tipo de cé-
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‘lulas nucleadas circulantes, cuando comparamos a un grupo de co-
ne jos hechos anémicos a los que se ha suplementado diariamente
con hlerro, con un grupo de conejos anémicos que no reciben hie-

rro exbgeno

En el organismo, la molécula encargada del transporte de
hierro hacia los sitios de su utilizacién y almacenaje, es la
transferrina., Puede suponerse que en condiciones en las que la
incorporacién de hierro a hemoglobina se acelera, aumente la pro
porcién de moléculas de transferrina dque transportan dos atomos
de hierro a la médula ésea. Durante el proceso de anemia se lle-
ga a una fase en la que la cantidad de eritrocitos removidos por
la sangria es igual a la que sale de la médula 6sea, por lo que
se le ha denominado fase de equilibrio. Es en esta fase de equi
librio en que se inyecta transferrina purificada de coﬂejos a
un grupo experimental de animales, ya que puede suponerse a prio-
ri, que existird alguna reaccién al aumentar la cantidad de mo-
léculas de transferrina .capaces de transportar hierro a los si-
tios de produccidn de hem@globina. ‘Las investigaciones han suge
rido que la transferrina-es capaz de interactuar no solamente con
10s precursores eritrociticos, sino también con los leucocitos,

v la pregunta que surdge inmediatamente es, si habré algin cambioA
en las células nucleadas circulantes al adicionar transferrina
a los conejos, Y, si existen diferencias cuando inyectamos esta
molécula a conejos que reciben hierro diariamente en comparacién

con aquellos organismos que no son suplementados con hierro.

Cada dia son mas los factores que in vitro parecen tener un
papel en la hematopoyesis, sin embargo, la formacién de células
sanguineas y su regulacibédn son fendmenos que actualmente parecen

eludir toda explicacidn, Los estudios que aqui se presentan, en
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los que el modelo experimental es el organismo integro, tienen
como objetivo el ayudarnos a entender lo que sucede in vivo en
la produccién de células sanguineas rucleadas y el control de
los rﬁecanismos de regulacién de la hematopoyesis.
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MATERIAL

Induccién de la Anemia

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda de dos a tres kg de pe-~
SO que se sangraron diariamente pér puncién cardiaca durante 22
dias. Bl §olﬁmen de sangre a extraer se determiné de acuerdo al
peso corporal de cada uno de los animales, removiéndose en todos
| los experimentos 10 ml diarios/kg de peso. En los experimentos
en los que suplementd con hierro a los conejos, se repuso el hie
rro perdido por el sangrado, administraﬂdo diariamente por via
intraperitoneal hierro dextrén (IMFERON, Laboratorios Lakeside).
La cantidad de hierro swninistrada se calculd en funcidén de la
cantidad de hemoglobina por mililitro de sangre removida en la
fase de equilibrio, asﬁmiendo que, en un gramo de hemoglobina

hay aproximadamente 3.35 mg de hierro (4).

Obtencién de la Sangre

La sangre se colectd en jeringas de vidrio de 30 y 50 ml
previamente enjuagadas con 4cido etilendinitrilo tetracético,
sal disédica (Titriplex III, Merck) al 20% p/v en 0.15 M NaCl
pH 7.3 como anticoagulante. La sangre extraida se transfirib a
probetas de vidrio que se mantuvieron en hielo y se verificd el
volumen colectado. De cada muestra se determiné hematocrito, he
moglobina, nlmero de células rojas, nlmero de células nucleadas

y se hicieron frotis para el conteo diferencial.
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Hematocrito

El volGmen ocupado por las células empacadas después de cen
trifugar la sangre, expresado como porcentaje del voltmen total,
se conoce como hematocrito. El hematocrito se determiné diaria-
mente y por.duplicado, centrifugando la sangre en tubos capilares
sellados por uno de sus extremos, durante 30 minutos a 2,600 rpm
en una centrifuga clinica Adams-Dynac con cabezal de columpio
CT-1350.

Hemoglobina

La concentracién de hemoglobina fue determinada por el méto_

do de la cianometahemoglobina (4). Se utilizé wna dilucién 1:200
de la sangre en la solucién diluyente de Drabkin que consiste de
NaHCO, 1.0 gr/l, XCN 50 mg/l y K3Fe(CN)6 200 mg/1. las lecturas
se efectuaron en un espectrofotbmetro Zeiss PMQ II a 540 nm. Lo;
valores fueron calculados asumiendo un coeficiente de extincidn
milimolar de la cianometahemoglobina de 44 y un peso molecular

de la hemoglobina de 66,000 (48,49).

Numero de Células Nucleadas y Células Rojas

La cantidad de células en las muestras se determiné en un
contador electrénico Haema Count MK-25 y cada una de las medicig
nes se hizo por duplicado. Se tomaron 20 pl de sangre y se dilu-
yeron en 16 ml de ISOTON (NaCl 7.93 gr/1, EDTA 0.38 gr/l, KCl
0.40 gr/1, NaH,P0, 0.19 gr/L y Na,HPO, 1.95 gr/1). De esta prime
ra dilucidén 1:800 se tomaron 100 pl y se llevaron a un volimen
" de 10 ml de ISOTON. Esta ultima muestra con una dilucién 1:80,000

sirvidé para determinar el nlmero de células rojas que se expreséd



por el contador como ntmero X 106/mm3. A la primera dilucién se

afiadieron 8 gotas de solucién hemolizante de Sigma para romper
1los eritrocitos y se determind el ntmero de células que se ex-

pres6é como ntmero X 103/mm3.

Asimismo, en un afén de constatar la exactitud de las deter
minaciones de células nucleadas en el contador, se utilizé otro
método. Se prepard una dilucién 1:10 de la sangre colectada en
una solucién al 2% de &cido acético glacial (Baker) a la cual se
agregaron unos cristales de azul de metileno (Merck). Las célu-
las Se contaron en un hemocitémetro Spencer Bright-Line en el
microscopio de contraste de fases. Los resultados obtenidos por
este método fueron indistinguibles de los determinados por el

contador electrénico.

Preparacién de los Frotis

Se realizd en cubreobjetos de 22 X 22 mm de tamafio; se man—
tuvo un cubreobjetos en la mano izquierda de tal forma que sélo
1os bordes quedaran en contacto con los dedos y se deposité en
é1 wna gota de sangre con una pipeta Pasteur. El1 otro cubreobje~
tos, sujeto con la mano derecha pbr sus bordes, se colocd sobre
el primero de tal manera que quedaroh cruzados y con las esqui-
nas libres, asi, la sangre se distribuyé rédpidamente entre los
dos cubreobjetos. Antes de que se completara la dispersién de la
sangre, se separaron los cubreobjetos cen un movimiento de desli
zamiento horizontal manteniendo las esquinas de los cubreobjetos
en cada mano (4,5). Los frotis se dejaron secar a temperatura am

biente.
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Tincién de los Frotis

Una vez secos, los frotis se tifieron usando colorante de
Wwright (Merck) que se prepard disolviendo 0.24 gr de colorante
en 100 ml de alcohol metilico (Merck). La solucién se dejé‘répo;
sar durante 5 dias y después de filtrarla quedd lista para su
uso. La tinci6n de Wright es una de las muchas técnicas policxo
miticas que permite la identi£icaci6n de los varios tipos de cg
lulas nucleadas en sangre periférica y médula ésea. E1l coloran-
te es una mezcla de azul de metileno que se calienta‘en una so-
lucién de bicarbonato de sodioc, v eosina. E1l azul tifle los com-
pornentes celulares acidicos, tales coﬁo ntcleo y RNA citoplésmi
co; mientras que la eosina es roja y tifie componentes mids basi-
cos de la célula, Algunas estructuras se tifien con ambos compo-
nentes, 1o que les da su color caracteristico rojo violeta. De-
bido a que el colorante se prepard con metanol, la solucidén no

solamente tifié la preparacién sino también la £ijé.

El frotis se cubrié completamente con el colorante durante
1.5 minutos y al cabo de este tiempo se diluyb con agua destila
da que se agregd sin tirar el colorante y en cantidades aproxi-
madamente iguales a las que se emplearon de tincién, Con ello,
apareci6 en el frotis un brillc metédlico de color verdoso en el
centro de la preparacién,(mientras que las margenes mostraron
un tinte rojizo. Transcurridos 3 minutos, se 1a§6 el colorante
con abundante agua de la llave, hasta que el frotis éparecié ro
sado-amarillento. Se dejaron secar a temperatura ambiente y se
montaron sobre una gota de aceite de inmersién (Merck) en un por

taobjetos.



Conteo Diferencial

Los frotis fueron observados en un microscopio de contras-
te de fases Spencer (American Optical Corporation), usando siem
pre el objetivo de inmersién (100 X)} El conteo diferencial se
realizé con teclados Clay-Adams de 2 y 8 teclas y se contaron

500 células por conejo por dia.

Inyecciédn de Transferrina

En los experimentos en 1os que se inyecté transferrina al
grupo experimental, se siguié el procedimiento que a continua-
cién se describe. Se purificé transferrina de suero de conejos
anémicos utilizando una modificacién del método descrito por Mar
tinez Medellin (81). Brevemente, se precipité el suero con sulfa
to de amonio hasta 55% de saturacién. El sobrenadante se pasé por
columnas de DEAE-Sephadex y SP-Sephadex obteniéndose apotransfe-
rrina que se tituld con sulfato de amonio ferroso para determi-
nar la concentracién de proteina. Su grado de pureza se determi
né en geles de acrilamida y por inmunodifusién radial, y se obtg
vo una banda en ambos casos (82). La proteina se preparé en solu
cién salina estéril (0.9% NaCl) en una concentracién de 17.25

mg/ml con una saturacién de 80% de hierro.

El dia 11 de sangrado se extrajeron 2 ml de sangré menos
del voltmen correspondiente a cada conejo. Una hora después se
inyect6 a dos conejos con transferrina (276 mg de-prbteina en
16 ml a cada individuo)}, y a 5 conejos con el mismo vollmen de
solucién salina fisiolégica estéril (Abbot) a través de una vena
de la oreja. Una hora después de este procedimiento se colecta-

ron los 2 ml de sangre que se utilizaron para la determinacién
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de todos los parémetros hematolSgicos. Debe mencionarse que en
este caso los conejos no estaban recibiendo el suplemento dia-

rio de hierro dextrén.

La inyeccién de transferrina se realizd también en conejos
que recibieron diariamente suplemento de hierro. El proceso de
purificacién de la transferrina fue el mismo que en el caso an-
terior. La inyeccibén de la proteina se realiz6 asimismo en el
dia 11 de sangrado. La concentracidédn utilizada fue de 425 mg de
apotransferrina en un volumen de 11,5 ml de soluciédn salina es-
téril a cada uno de los dos conejos experimentales. Este mismo
volumen de solucién salina se inyectd a los tres conejos del

grupo control,

Aislamiento de Microlinfocitos

Para el aislamiento y purificacién de los microlinfocitos
se utilizé la sangre de conejos anémicos entre los dias 5y 10
de sangrado debido al aumento que presenta estalpoblacién en ese
periodo. La sangre se obtuvo por puncién cardiaca y se colectd

en jeringas enjuagadas con Titriplex III,

la sangre se diluyé voltmen a volumen en PBS (soluciétn sa-
lina en amortiguador de fosfatos) 0.15 M NaCl 0.025 M de fosfa-
tos pH 7.4, y todo el procedimiento se realiz6 manteniendo el
material en hielo. Se pipetearon 3.5 ml de Ficoll-Paque (Pha1mg
cia) en tubos de vidrio Pyrex de 13 X 120 mm, y se depositaron
sobre el Ficoll 4 ml de la sangre diluida, Se centrifugd a 400 g
durante 30 minutos a temperatura ambiente en una centrifuga cli-
nica Adams-Dynac con cabezal de columpio CT-1350. La capa supe-

rior que consiste de plasma esencialmente libre de células, se
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colectd con una pipeta Pasteur guardéndose para su uso posteriﬁr.
Usando ofra pipeta Pasteur se transfiri6 la interfase que conte-
nia a 10s linfocitos y microlinfocitos contaminados con eritréci
tos y plaquetas, a otro tubo de vidrio de las mismas dimensiones.
Se afiadieron 8 ml de PBS, resuspendiendo suavemente las células
en este medio, y sevcentrifugé a 100 x g durante 10 minutos a tem
peratura ambiente. Con ésto se logrd sedimentar la mayor parte de
los eritrocitos contaminantes, el sobrenadante que contenia a las
células blancas se transfiridé a tubos limpios agregando 2 ml més
de PBS. Se resuspendieron las células con una pipeta Pasteur y

se centrifugaron a 1,000 x g 5 minutos a temperatura ambiente, Se
descart6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 8 ml
de PBS centrifugando nuevamente en las mismas condiciones. E1l bo
tén celular que se obtuvo después de este paso qued6 libre de Fi
coll-Paque, y se resuspendidé en un volfmen pequefio (1.5 ml) del

plasma colectado en el primer paso de la purificacién.

Las células se transfirieron a gradientes preformados de Per
coll que se prepararon de la siguiente manera. Para cada tubo de
gradiente se mezclaron 4.5 ml de PBS 0,30 M NaCl 0.025 M de fos-
fatos pﬁ 7.4, con 5.25 ml de Percoll (Pharmacia) dando una solu-
cién con una densidad inicial de 1.0765 gr/cm3. A su vez este vo
ltmen se transfiri6é a tubos de policarbonato de 10 X 100 mm y se
centrifugaron en una centrifuga refrigerada IEC B-20 A (DAMON/
IEC Division) a 21,000 x g durante 40 minutos en un cabezal de
angulo fijo (33°) a 4°C. De esta manera se form6 un gradiente 1i
neal como pudo comprobarse utilizando Perlas Marcadoras de Densi
dad (Pharmacia), que se agregaron a uno de los tubos en un rango
de densidades de 1.033 a 1,121 gr/cm3. A estos tubos de gradien-

te se agregd 1.5 ml de las células colectadas en el plasma. Se
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centrifugaron en la centrifuga clinica a 1,000 x g 20 minutos a

temperatura ambiente, Al observar 1los tubos pudo verse wna ban

da opaca de células que se colect6 en tubos de vidrio con una
pipeta Pasteur. Se afladieron 8 ml de solucién salina balanceada
de Hank (BSS) y se resuspendieron suavemente las células con la
pipeta Pasteur. Se centrifugaron a 1,000 x g 5 minutqs a tempe—
ratura ambiente. Se descart6 el sobrenadante y se repitid el .
proceso de resuspen516n y centr1fugac16n otras dos veces. Este
fltimo botén celular se colectb en 1 ml del plasma obtenldo al

inicio del procedimiento de aislamiento de los' microlinfocitos.

Determinacién de Hierro Sérico

La concentracién de hierro sérico se determiné espectrofo-
tométricamente haciendec uso del acido batofenantrolin disulféni
co, que reacciona con el hierro libre dando un compuesto colori

do con un miximo de absorciém a 535 nm.

El principio en el que se basa la determinacién, consiste
en remover el hierro unido a proteinas sidexréfilas, principal-
merite el ligado a la transferrina, a través de un cambio brus-

co en el pH del suero.

Para cada determinacién se pipetearon 2 ml de plasma a los
cuales se agregb 1 ml de HC1l 1N agitando en un Vortex., Se deja-
ron a temperatura ambiente 45 minutos; a continuacién se les a-
gregdé 1 ml de &cido tricloroacético al 40% y se centrifugd la
mezcla a 50,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. A dos mililitros
del sobrenadante se les agregé 1 ml de acetato de sodio al 30%
y aproximadamente 5 mg de ascorbato de sodio. Una vez disuelto

el ascorbato, se agregd 1 ml de una solucidén de batofenantroli-
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na al 0.1% p/v en amortiguador de fosfatos pH 5.5, con lo cual
se obtuvo una solucién de color rosado, Para leer esta Gltima
solucién en el espectrofotémetro a 535 nm se prepararon un pa-
trén y un blanco para los cuales se siguié el mismo procedimien
to antes descrito, sustituyendo el suero por la solucién patrén

de hierro (1 mg/ml) y por agua desionizada respectivamente.

La concentracién de hierro se expresé como pg de Fe por 100
ml de plasma, y se calculd a partir de la siguiente expresién:

Hierro en plasma _ _ Absorbancia en el plasma X 100
(rg/100 m1)

Absorbancia patrén (pgﬁml)

BEste es el dato que se utilizé en el reporte del experimen
to (48).

Concentracién de Transferrina

Este par&metro fue calculado usando la técnica de inmunodi
fusi6n radial descrita por Mancini (83). Se utiliz6 un anticuer
po especifico contra transferr1na obtenido a partir de transfe
rrina purificada de coneao de acuerdo a la técnica descrita por
Martinez Medellin (81),

El procedimiento de inmunodifusién radial consiste esencial
mente, en incluir una concentracién constante de anticuerpo en
una matriz de agar, en la cual se coloca €l antigeno correspon-
diente., Al medir el A&rea de los halos formados después de lleva
da a cabo la reaccién antigeno-anticuerpo puede cuantificarse

la concentracién del antigeno.

La cuantificacién de transferrina en el plasma de los cone

jos experimentales se hizo colocando 4 pl de plasma en cada po-
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z0 por duplicado. Una vez colocado el antigeno en cada placa,
se incubaron a temperatura ambiente en una cémara htmeda por 24
horas, tiempo requerido para que se estabilice la reaccién anti
gneo-anticuerpo y, por tanto, el &rea final'del preéipitado.
Después de este periodo de incubacién se efectuaron las medicio

nes correspondientes (48).
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RESULTADOS

En los diferentes experimentos cuyos resultados se descri-
ben a continuacién, se utilizé como animal experimental al cone
jo Nueva Zelanda blanco, al:que se indujo un estado de anemia |
al remover diariamente 10 ml/kg de peso. Sin embargo, awn cuando
la induccién de la anemia es factor comfin en el disefio empleadog
se introdujeron dlferentes variantes al modelo bAasico, por lo ‘
que resulta conveniente separar la presentacién de los datos obl
tenidos en cada uno de los experimentos. Asimismo cabe mencionar,
que en estudios anteriores (49) se ha observado una disminucién
continua del hematocrito, el nimero de eritrocitos por mm3 y la
concentracién de hemoglobina por 100 ml de sangre hasta el dia
5, considerando como dia O el primer dia de sangrado, y a los va
lores hematolégicos de este dia, como los parametros normales de
la poblacién. Es a partir del dia 6 que se inicia la recupera-
cién que establece un nuevo equilibrio a partir del dia 11, ya
que la disminucién est& compensada por un incremento en la pro
duccién de células rojas, que se refleja en un aumento en el ni
mero de reticulocitos circulantes. Este aumento no es indefini-
do, sino que después de incrementarse alrededor de 3 veces res-
pecto a los valores normales, se mantiene constante. Asi, se lo
gra la fase de equilibrio, en la cual el nfmero de células rojas
removidas es igual a la cantidad producida, aun cuando los valo
res alcanzados se encuentran por debajo de los valores inicia-
les. La nueva poblacién de eritrocitos circulantes tiene un ma-
yor volumen en comp;racién con los eritrocitos normales, pero

con una concentracién menor de hemoglobina, por lo que puede in
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‘cluirse-a la anemia producida dentro de las anemias macrociti-

cas (4,5).

ler Experimento:

Caracteristicas generales de las células nuclea-
das de la sangre al inducirse la anemia. Efecto

del suministro' exégeno -de-hierro.
{

Estdbamos interesados en conocer si el hierro era factor 1i
mitante en la eritropoyesis. Por lo tanto, se disefié un experi-
mento en donde se hicieron anémicos a dos grupos de conejos, a
uno s6lo de los quéles se le inyectd hierro intraperitonealmen-
te. El1 objetivo de esta primera fase consistié en definir las ca
racteristicas cinéticas de las células nucleadas circulantes de

los conejos en estas condiciones.

Se sangraron diariamente durante 22 dias dos grupos de co-
nejos. El primerc, constituido por un lote de tres conejos reci-
bié diariamente hierro por via intraperitoneal; mientras que el
otro grupo de cuatro individuos no fue suplementado con hierro,
vy su principal fuente de este metal fue el alimento (Conejina de
Purina que contiene 125 mg de hierro por gramo de purina). Se de
terminaron los diferentes parametros hematolé4gicos y los resulta

dos Ffueron claros.

Los datos hematolbgicos que se utilizan en este trabajo co-
mo indicadoreé del nivel de eritropoyesis son hematocrito, canti
dad de hemoglobina y nimero de células rojas. En las figuras 1,
2 y 3 se presenta el cambio en estos parametros para los dos gru

pos de conejos a lo largo del periodo de sangrado. Puede obser-
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varse que estas tres graficas son similares, ya que se presenta
una disminucién continua de los valores respectivos hasta alcan
zar un minimo al dia 5 de sangrado, y se recuperan a partir de
este momento hasta alcanzar el nuevo equilibxrio a partir del
dia 11 debido al incremento en la eritropoyesis. Al comparar pa
ra cada uno de estos pardmetros a los comnejos que reciben hie-
rfo con los que no lo reciben, se ve que no existen diferencias
significativas entre ambos grupos a lo largo de todo el periodo

de sangrado debidas al suplemento de hierro.

La figura 4 y la Tabla 3 muestran las fluctuaciones en el
nimero de células nucleadas circulantes a lo largo del periodo
de sangrado en ambos grupos de conejos. El empleo del término
células nucleadas en lugar de leucocitos, se debe a que estudios
previos han mostrado la aparicién de precursores eritrociticos
nucleados, asi como de una poblacién que se ha denominado micyo
linfocitica en la circulacién (50). Puede observarse en la figu
ra, que existe la tendencia a incrementar el ntmero de células
siendo mayor y mas pronunciado este cambio en el periodo inicial,
entre los dias 5 y.8 de sangrado. Después se presenta una dismi~
nucién gradual hasta alcanzar valores similares a los iniciales

a partir del dia 14.

Existen dos maneras de comparar estos resultados. la prime
ra consiste en comparar el nimero de células nucleadas circulan
tes en condiciones de anemia, con el valor obtenido para el dia
cero en cada grupo de conejos. Para detectar diferencias debidas
al suplemento de hierro, se establece la comparacién entre ambos
grupos, Asi, si comparamos los valores que alcanzan las células
nucleadas entre los dias 4 y 10 con los valores normales para ca

da uno de los grupos, puede decirse que en este periodo de la a



nemia son significativamente diferentes (para 1los conejos con
hierro 0,01 <p <0.001 y para los conejos sin suplemento de hie-
rro 0.02 <p<0.01). Al observar la grafica se detecta la presen-
cia de incrementos peridédicos muy marcados en el nimero de célu
las en los conejos sin suministro de hierro; estas ondas se pre
sentan en los dfas 5,9,13 y 17. Por otra parte, el periodo de
maximo aumento en el ntmero de células para 10s conejos con su-
plemento de hierro comprende los dias 5 a 8. Es en estos dias
{nicamente, en que los dos grupos de comejos son significativa-
mente diferentes (0.01 <p <0.001). En conclusién, existe un au-
mento en el numero de células nucleadas independientemente del
suministro de hierro, nlmerc que es mayor entre los dias 5 y 8
en los conejos que reciben hierro y pequefias diferencias en la

cinética en este periodo en el grupo sin suplemento de hierro.
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Para saber qué tipo o tipos celulares ocasionan el incremen’

to en células observado se realizé el conteo diferencial. Al co-

nocer el porcentaje de cada una de las poblaciones y conociendo

el ntmero total de células para cada dia, puede calcularse el nfi

mero de cada uno de los tipos celulares. Estos datos se presen-

tan en las Tablas 4 y 5 para el grupo de conejos con y sin suple

mento de hierro respectivamente. Puede observarse que 10s basé-

filos, eosinbfilos y monocitos se mantienen practicamente cons—

tantes a lo largo del periodo de sangrado y que aparecen células

inmaduras en forma muy irregular.

Por otra parte, la poblacién de segmentados cuya cinética
se muestra en la figura 5, aumenta entre los dias 3 y 11 en am-
bos grupos de conejos tendiendo a recuperar los niveles inicia-
les rdpidamente. Sin embargo, el incremento auwn cuando transito

rio, eleva el nimerc de segmentados en este periodo a niveles



significativamente diferentes (0.05 <p <0,02) cuando se les con
para con el namero normal de esta poblacién en 1os conejos que
reciben hierro diariamente. Este aumento no se presenta en los
conejos sin suplemento de hierro. Asi, al comparar las poblacio
nes de conejos entre si, se ve que durante los diAs 3 a1 ade
sangrado son significativamente diferentes (p = 0.05) y que es-
tas diferencias desaparecen al continuar el sangrado de 1los co-

nejos.

En 1o que respecta a la poblacién de linfocitos, cuyas va-
riaciones se muestran en la figura 6 para ambos grupos -de cbne-
jos, se observa también un incremento en el numero de estas cé-
lulas entre los dfas 3 y 13. Este aumento presenta diferencias
significativas (0.05 <p <0.02) respecto a los valores iniciales
en los conejos con hierro, pero no en los conejos sin suplemen-
to de hierro encontrandoge sin embargo, que el nimero de linfo-
citos circulantes en este periodo no es diferente en anbos gru--

pos de conejos. . .

Sin duda, las poblaciones mids interesantes que se encuen-
tran en circulacién al inducir la anemia crénica son los normo-
blastos/y los microlinfocitos. La primera por su papel precuzrsor
de eritrocitos, confinada a médula 4sea normalmente, y la seguns
da por constituir una poblacibén completamente nueva, casi inexis
tente en conejos normales y cuya funcién y/o capacidades desco-
nocemos. En el microscopio de contraste de fases se les observa
como células muy pequefias, que guardan gran semejanza con 10S
linfocitos pequefios por su apariencia morfolégica, y que por e-
1lo se han denominado microlinfocitos. Estas células se ven como

entidades con un tamafio que varia entre 5 y 7 u, con nicleo su-
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mamente compacto, y un halo pequeiiisimo en ocasiones indistingui
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ble de citoplasma,

La figura 7 presenta las variaciones en el ntmero de normo-
blastos en circulacién a lo largo del periodo de sangrado para
ambos grupos de conejos. Debe mencionarse que, a pesar de haber-
se agrupado a este tipo celular bajo un s6lo nombre genérico,
existen en la circulacién dos tipos de normoblastos, los ortocro
maticos y los policromatofilicos, con una marcada predominancia
de las formas mas maduras, es decir, los normoblastos ortocromi-
ticos. En la figura se observa un incremento muy marcado con un
maximo entre los dias 3 y 9 de sangrado en los conejos que reci-
ben hierro, y que es m&s ciclico y de menor magnitud en los cone
jos que no son suplementados con hierro. $§i comparamos el nimero
de normoblastos presente por mm3 de sangre en conejos con y sin
suplemento de hierro, se observa que existen diferencias signifi
cativas (0.02 «<p «0.01) en ambos grupos entre los dias 1 y 15,

y que el aumento en estos dias comparado con los valores inicia-
les es significativo para ambos grupos (p = 0,02). Utilizando los
datos obtenidos por Pulido (48) de la concentracién de hierro sé
rico en estos mismos organismos, resulta importante observar que
los conejos a los cuales se suministra hierro dextrédn presentan
un aumento notable en el contenido de hierro sérico en los dias

1 a 6 de sangrado a diferencia de los conejos no suplementados
con hierro como se muestra en la figura 8. Este incremento, que
va més alld de la cantidad necesaria para saturar a la transfe-
rrina circulante en un 100%, coincide con el incremento m&s noto
rio de normoblastos en circulacién como se observa en la figura
9. Bsta relacién se considera muy importante ya que 1los normoblas
tos, precursores eritrociticos inmaduros, incorporan activamente .

hierro para la sintesis de hemoglobina,
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La segunda poblacién modificada por la induccién de la ane
mia es la de microlinfocitos cuya cinética se presenta en la fi
gura 10 para ambos grupos de conejos. Estas células incrementan
su ntmero en forma peridédica a lo largo de los dias de sangrado
sin presentarse diferencias significativas entre ambos grupos de
conejos. Cuando se compara el numero de microlinfocitos entre
los dias * y 15 de sangrado, con los valores iniciales en cada
grupo se obtienen valores de 0.02 <p <0.01 para los conejos con
hierro, y 0.01<p<0.001 para los conejos sin suplemento de hie
rro, lo cual implica un aumento real de esta poblacién por efec

to de la anemia,

Como se conocen las poblaciones que se incrementan durante
la anemia, puede calcularse el porcentaje que representan las di
ferentes poblaciones del incremento en células nucleadas en ei
periodo que comprende los dias 3 a 11.

Conejos con suplemento Conejos sin suplemento

de hierro de hiexrro
Normoblastos +
Microlinfocitos 65.43 + 13.13 % 69.79 + 19.08 %
Normoblastos 36.44 + 7.82 % 31.45 + 8.10 %
Microlinfocitos 29.07 + B8.76 % 38.33 + 11.06 %
Segmentados 17.52 + 2.70 % 22,91 + 3.82 %
Linfocitos 30.07 + 2.09 % 25.08'+ 4.06 %

Efectivamente, las poblaciones de normoblastos y microlin-
focitos las m&s afectadas por la induccién de la anemia, y que
a priori parecen ser las que modifican en mayor escala el nime
ro de células nucleadas circulantes representan mas del 60% del
aumento en células totales. Los porcentajes calculados para cada

una de las poblaciones son estadisticamente iguales,sin embargo,
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cuando se compara el numero de células en este periodo se encuen
tra que la suma de normoblastos m&s microlinfocitos es diferente
para los dos grupos de conejos (0.05<p<0.02). Las otras dos po
blaciones que modifican el nimero total de células nucleadas son
los segmentados y los linfocitos representando un porcentaje me~

nor del incremento en células en el periodo estudiado.

En suma, al inducir la anemia se presenta un incremento en
el ntmero de células nucleadas. Este aumento corresponde.en el
mayor porcentaje (65%) a dos poblacidnes: los normoblastos y los
microlinfocitos, que se encuentran en cahtidades pequefias en la
circulacién en condiciones normales, y que se incrementan a valo
res muy elevados. Los segmentados y los linfocitos también aumen
tan aun cuando en una proporcién mucho menor, mientras que los
baséfilos, eosinbéfilos y monocitos permanecen casi constantes.
Asimismo, se encuentra que'el aumento en el n@mero de normoblas-
tos es de mayor magnitud en condiciones de suplemento con hierro
y que este aumento parece relacionarse con la presencia de un al

to contenido de hierro sérico.
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Figura 1: -
Variacién en el hematocrito de conejos hechos anémicos
con (—) n= 3 y sin («=-~) n= 4 suplemento de hierro a
lo largo del periodo de sangrado, S5e presenta la media
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Figura 2:
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Efecto del sangrado sobre la cantidad de hemoglobina
en conejos con (~—) n=3 y sin (---) n=4 suplemento

* de hierro. Se presenta la media + E.S.
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Fiqura 3:

43,

Variacién en el ntimerc de eritrocitos por efecto del
sanqrado en conejos con (=) n= 3 y sin (---) n= 4
suplemento de hierro. e presenta la media + E.S5.
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Fiqura 4:
Efecto del sangrado sobre el nfmero de células nucleadas

circulantes en conejos con (—) n= 3y sin (—--) n='4
suplemento de hierro. Se presenta la media + E.S,
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Tabla 3: _
Variacién en el ntmero de células nucleadas circulantes
a lo largo del periodo de sangrado en conejos con (n=3)
y sin (n=4) suplemento de hierro. Se presenta la media

+ E.S.

Cone jos con Hierro Conejos sin Hierro
pia (No. X 103/mm3) (No. X 103/mm3)
0 6.27 + 1.20 6.14 + 1.19
1 7.42 + 0.808 7.15 + 0.735
2 7.59 + 1.06 7.19 + 0.695
3 8.57 + 1.24 E 6.91 + 0,605
4 9.99 + 3.05 8.27 + 0.505
5 13.49 + 2.36 - 10.41 + 1.26
6 13.63 + 1.15 10.38 + 1.30
7 13.50 + 2.53 8.72 + 0.985
8 10.02 + 1.06 g 7.43 £ 0.690
9 11.43 + 2.18 11.90 + 3.34
10 10.17 + 1.7 ©9.56 + 1.34
11 8.15 & 1.52 . 6.65 + 0.310
12 8.22 «+ 1.77 7.82 + 0.595
13 8.37 + 1.59 10.67 + 4.27
14 6.71 + 0.883 6,44 + 0.395
15 5.91 + 0.918 - 5.28 + 0.385
16 5.72 + 0.768 5.41 + 0.210
17 6.88 + 0.560 ‘ 6.92 + 1.96
18 7.1 & 1.43 5.73 + 0.421
19 5.59 + 0.358 4,96 + 0.57
20 5.63 + 0.404 ' 5.37 + 0.849
21 5.79 + 0.156 5.71 + 0.710
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Tabla 4:

Varigcibn en el nfmero de las diferentes poblaciones de células nucleadas de
conejos suplementados con hierro a lo }argo del periodo de sangrado. Se pre-
senta el promedio (No. de células x 10°/ mm3) + E.5. n = 3

14
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Tabla 5:

Efecto de la remocién de un volfmen constante de sangre sobre el nGmero de las

diferentes poblaciones de células nucleadas circulantes en conegos que no fueron
suplementados con hierro. Se presenta el promedio (No. X 10 /hm

) +E.S. n=

4

A4
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Figura 5: o
Efecto del sangrado diario sobre el nlmero de segmenta
= 3y sin (---) n = 4 suple

dos en conejos con (—) n
mento de hierro. Se presenta la media + E.S.
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" Figura 6:

Variacién en el ntmero de linfocitos en conejos anémi-

49,

cos con (—=) n = 3 y sin (---) n= 4 suplemento de hie
rro, Se presenta la media + E.S.
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Figura 7:
: Efecto de la induccién de anemia crénica sobre el ntme

ro de normoblastos en conejos con (—) n = 3 y sin =

(===) n = 4 suministro de hierro. Se muestra la media

+ E.S.
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Figura 8: :
Efecto de la administracién de hierro dextrén durante
el sangrado en el contenido de hierro sérico. Conejos
con (=) n=3y sin (---) n = 4 suplemento de hie-
- rro, Tomada de Pulido, G. (48), : '
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Fiqura 9: ,
Relacibén entre el contenido de hierro sérico (—) y el
namero de normoblastos (---) a lo largo del sangrado en
conejos anémicos suplementados con hierro,
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Figura 10:
Efecto de la remocién de un volumen constante de sangre
en el nimero de microlinfocitos en conejos con (—-)
n =3y sin (-==) n= 4 suplemento de hierro. Se presen-
ta la media + E.S.
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2° Experimento:

Efecto del suministro de transferrina sobre la ci
nética de las células nucleadas circulantes de co

nejos anémicos no suplementados con hierro.

Los resultados obtenidos en el 1er experimento nos permiten
establecer que el hierro no es el factor limitante para la pro-
duccibén de células rojas, ya que no se encontraron diferencias
en el ntmero de eritrocitos o en la cantidad de hemoglobina en
los dos grupos. Se pensé que la cantidad de transferrina circu-
lante podria ser el factor limitante y por tanto se decidié in-
vestigar el papel que juega esta proteina en la eritropoyesis y,
especificamente en la produccién de células nucleadas. Se traba
jé con organismos no suplementados con hierro ya que las carac-
teristicaé cinéticas de las células blancas, y en particular de
los normoblastos y microlinfocitos en réspuesta a la induccién
de la anemia en presencia y ausencia de un suministro de hierro,'
permitié inferir una modificacién en el sistema transportader de

hierro en los conejos.

Se indujo la anemia a dos grupos de conejos, el experimen-
tal solamente con dos individuos (debido a la cantidad de trans-
ferrina disponible) y el control con 5 individuos. En el dia 11
de sangrado se inyectdé transferrina purificada a los conejos ex
perimentales (ver Materiales y Métodos). La cantidad de transfe
rrina a‘inyectar se calculé con base en el trabajo de Pulido (48)
quien mostrd que en condiciones normales existen 2 mg de transfg‘
rrina/ ml de suero, y que al inducir la anemia se incrementa su
concentracién‘a aproximadamente 3 mg/ml de suero. Si considera-

mos que el volumen sanguineo total del conejo es cercano a 80 ml
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la inyeccibén de 276 mg de transferrina saturada en un 80% con
hierro, es suficiente para duplicar la concentracién de transfe

rrina circulante.

Cuando se determina la concentracién de transferrina una
hora después de la inyeccién se aprecia un incremento de aproxi
madamente el doble en relacién a los valores obtenidos al exami
narse la muestra del dia 11;~Por el contrario, en los. conejos
inyectados con solucién salina, los niveles de transferrina dis
minuyen de una a dos veces aproximadamente. Veinticuatro horas
después se restablece la concentracién de transferrina en ambos

grupos  (48).

En la tabla 6 y en la figura 11 se presentan los cambios-en
el nimero de células nucleadas totales a lo largo de los dias de
sangrado en el grupo control y en el grupo experimental. Duran-
te los primeros dias se observa la tendencia a aumentar el ntme
ro de células en ambos grupos, sin embargo, después de haber in
yectado la transferrina se dbserva un incremento notable en el
nimero de células en los conejos experimentales con maximo en el
dia 14, BEstos valores disminuyen posteriormente y se presenta u-
na segunda elevacién de menor magnitud, en los dfas 17 y 18. El
grupo control no presenta cambios significativos en el ntmero de
células nucleadas en el periodo de los dias 12 a 21. Si se compa
ra el nimero de células nucleadas totales entre los dias 12 y 21
de ambos grupos de conejos se obtienen valores paré los conejos
control de 5.439 X 103/mm3 + 0.105, y para el grupo experimental
10.739 X 103/mm3 '
(p<<0.001).

+ 0.863, valores significativamente diferentes

Cabe recordar que una hora después de haber inyectado a los

conejos con solucién salina o transferrina, se obtuvo una alicuo
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ta de sangre para determinar nuevamente los parémetros hematold
gicos. Cuando se comparan las células nucleadas circulantes se

obtienen los siguientes datos:

Dia 11 1 Hora después Dia 12
Conejos Control:
3 3 3 3 3 3
5.02 X 107 /mm +0.285 5.03 X 107/mm~+0.207  5.44 X 10 /mm~+0.421
Cone jos Experimentales: v
5.55 X 10°/mm-40.750  2.19 X 10°/mm°+0.362 10.44 X 10°/mm 45.14

Cuando se comparan 1os valores obtenidos 1 hora después de
inyectar solucibén salina a los conejos control con sus valores
del dia 11, se observa que se han recuperado completamente
(105.47%), ¥y que se encuentran 2.57% por debajo de los valores
que presentan 24 horas después. Sin embargo, en los conejos ex-
perimentales, la transferrina modifica de tal manera la homeos-
tasis sanguinea, que una hora después de elevar su concentracién
en la circulacién los conejos presentan un déficit de 60.54% en
el numero de células nucleadas sanguineas. Estos datos sugieren
que en las condiciones "normales" del proceso de induccién de la
anemia, las células nucleadas restablecen rapidamente su ntmero
en la circulacién, ya que en el lapso de 2 horas se encuentran
practicamente en los valores que presentarén al dia siguiente.
For tanto, resultard importante establecer el patrén de libera-

cibn de las células en ese periodo.

Las variaciones en el numero de cada uno de los tipos celu
lares circulantes se presentan en la Tabla 7 para el grupo con-
trol y, en la Tabla 8 para la poblacién experimental. Aunado al:
conteo global que se hizo una hora después de haber inyectado .a

los conejos, se hizo el conteo diferencial cuyos resultados se
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presentan en las Tablas 7 y 8 como dia 11'. Estos datos permitie
ron detectar variaciones muy importantes en el grupo control y
en el experimental. Al comparar cada una de las poblaciones en
los conejos que recibieron solucién salina, se ve que no existen
- diferencias significativas entre los valores una hora después
de la inyeccién con el dia 11 o con el dia 12. Pero en el caso
de los conejos experimentales, sé observa que una hora después
de inyectar la transferrina, las poblaciones de baséfilos, seg-
mentados y monocitos disminuyen mucho; los eosinéfilos y las cé
lulas inmaduras desaparecen de la circulaciédn; los noxmoblastos
no presentan modificaciones notables y, en éambio, los linfoci-
tos y microlinfocitos constituyen casi la totalidad de las célu
las circulantes en este tiempo. Comparando el patrén de incre-
mento de las diversas poblaciones en el dia 12 de sangrado, pue
de dividirseles en dos categorias de células independientemente
de si los conejos son o no suplementados con hierro. Aquellas
poblaciones que responden a la transferrina incrementando répi-
damente su namero, es decir al dfa 12, y por otro lado las célu
las que presentan un retraso en este fenfmeno de aumento. Asi,
tenemos que: '

en el dia 12 se incrementan

eosin6filos, segmentados, normoblastos y microlinfocitos;

y en el dia 13 se incrementan

linfocitos y monocitos,

Los bas6filos son la Gnica poblacién que preseﬁta modifica
ciones en su comportamiento dependiendo del suministro o no de
hierro. Adelantando en lo que se refiere a su comportamiento en
el 3er experimento, vemos que en el caso de conejos suplementa-

dos con hierro los baséfilos aumentan en el dia 13, y en este se
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qundo experimento en que los conejos no reciben hierro, lo pre-

sentan en el dia 12.

La cinética de los baséfilos se muestra en la figura 12 pa
ra ambos grupos de coriejos. Hasta el momento de inyectarse la
transferrina, no existen diferencias en los dos grupos, pero des
pués del dia 11, se presentan cambios que modifican significati-
vamente (p<0.001) el ntmeroc de bas6filos en 1los conejos experi-
mentales, El aumento de estas células se presenta en dos fases,
la primera comprende los dias 12 a 14 en los que constituyen el
2,17 + 0.414% del aumento en células nucleadas totales y la se-
gunda, de menor magnitud, va del dia 17 al 19 en que represen-

tan 1.67 + 0.277% del aumento en células nucleadas.

El ntmero de eosinéfilos de los dos grupos a lo largo del
sangrado se presenta en la figura 13. Encontramos que no existen
diferencias entre el dia O y el 11 entre ambos grupos, y si a
partir del dia 12, en que adquieren un alto nivel de significan
cia (p<<0.001). Esta poblacibn presenta una onda de aumento
muy marcadé entre los dias 12 y 15 constituyendo el 1.97 + 0.36%

del aumento en células nucleadas en este periodo.

E1l comportamiento de la poblacién de segmentados durante el
periodo de sangradb se muestra en la figura 14 para los dos gru-
pos de conejos. Como resulita evidente en la gr&fica, los segmen—
tados tienen una cinétiéa igual en la primera fasé de 1la anemia,_
pero al inyectar la transferrina, se inducen modificaciones en
el nimero de células de esta poblacién que hacen que los dos‘grg
pos de conejos sean significativamente diferentes (p<<0.001) a
partir del dia 12. El aumento de estas células en los dias 12 a
14 constitﬁye el 64.33 + 14,47% del incremento en las células

nucleadas totales. A partir del dia 15 esta poblacibén representa



59.

el 42.97 + 4.58% convirtiéndose en la poblacién mds abundante de

las células nucleadas circulantes.

Una poblacién que resulta muy peculiar en este grupo ya que
es la ﬁniéa en é1 que se incrementa al determinarse su numero u-
na hora después de haber inyectado a los conejos transferrina,
es 1a de los microlinfocitos. Su cinética se muestra en la figu
ra 15. Puede observarse que en loé primeros dias de sangrado no
existen diferencias entre ambos gfupos de conejos y, que las di
ferencias adquieren ni?el de significancia estadistica a partir
del dia 12 (0.01 <p <0.001). El incremento en el nGmero de micro
linfocitos después del tratamiento (transferrina), se presenta
en etapas. La primera, de mayor magnitud cohprende el dia 12, 1la
sequnda entre los dias 13 y 15 y la tercera del dia 17 al 21. En
cada wna de estas etapas se calculé el porcentaje representade por
los microlinfocitos del aumento en células nucleadas circulantes
obteniéndose los valores de 24.91% para el dia 12, para los dias
13 a 15 4.67 + 1.76%, ¥ 10.33 + 0.249% para el periodo final de

incremento.

La Gltima poblacién perteneciente al primer grupo de célu-
las por su respuesta a la inyecciédn de transferrina es la de
normoblastos. La cinética seguida por este tipo celular a lo lar
go de los dias de sangrado se presenta en la figura 16 para los
dos grupos de conejos. Nuevamente se encuentra que 1los conejos
control son iguales a los experimenfales entre los dias 0 y 11,
pero son significativamente diferentes después de inyectar la
transferrina (0.01 <p<0.001). El incremento que tienen los nor
moblastos se presenta al igual que en el caso de los microlinfo
citos en fases. La primera comprende los dias 12 a 14 y en ella

estas células constituyen el 3.93 + 0.991% del aumento en el nft
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mero de células nucleadas totales. La segunda etapa es de mayor
magnitud y se presenta a partir del dia 17 formando en éste pe-

riodo el 4.47 + 1.24% del aumento en células totales.

Resulta importante observar-que el segundo grupo de células
por su respuesta a la inyeccién de transferrina est& constituido
por los leucocitos mononucleares, De ellos los monocitos, cuya
cinética se presenta en la figura 17 a lo largo del periodo de
sangrado, son iguales en namero en ambos' grupos entre los dias
0y 11. Y, al igual que las otras poblaciones hasta aqui presen
tadas son significativamente diferentes (0.01 <p<0.001) uwna
vez administrada la transferrina. E1 incremento en el nimero de
monocitos se inicia el dia 13 y se presenta en dos fases que ‘en
conjunto representan el 6.1 + 0.9% del aumento en el nfmero de

células nucleadas circulantes en este periodo.

Finalmente los linfocitos, que se presentan en la figuré 18,
constituyen una poblacién muy abundante y que muestra diferen-
cias ligeras con los otros tipos celulares en su comportamiento
en respuesta a la inyeccién de transferrina. Primero hay que men
cionar que efectivamente, al comparar al grupo control con el ex
perimental existen diferencias significativas (0.01 <p <0,001)
después de inyectada la transferrina. Segundo, el dia 12 el ni-
mero de linfocitos decrece bastanfe, fenbmeno que no presentan
los monocitos. Tercero, el incremento que tienen a partir del
dia 13 no muestra fases tan claramente definidas como en el ca-
so de otras células, Sin embargo, es a partir de este dia que
los linfocitos constituyen el 32.41 + 6,71% del aumento en célu
las nucleadas totales, convirtiéndose en la segunda poblacibén

en funcién de su abundancia.
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" En conclusién, puede decirse que la administracién intrave
nosa de transferrina en el dia 11 de sangrado a conejos no su-
plementédos con hierro, induce profundas modificaciones en la
cinética de las células nucleadas. El primer efecto observable
es la disminucién en el nimero de células en la circulacién una
hora después de haberse inyectado la protgina. Posteriormente,
se induce un aumento muy marcado en el nimero de células en la
circulacién. Este aumento estd determinado principalmehte por
1a liberacién y diferenciacién hacia tres poblaciones: segmenta

dos, microlinfocitos y linfocitos.



Tabla 6:

Dia

-
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10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
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Variacién en el ntmero de células nucleadas circulantes

a lo larqgo del periodo de sangrado en el grupo experi-
2) que recibié transferrina y el grupo con-
. Se presenta la media + E.S.

mental (n =
trol (n = 5)
Grupo Cogtro%
(No. X 107 /mm°>)
5.48 + 0.456
5.11 + 0.377
6.24 + 0.690
5.é8 + 0.488
6.85 + 0.640
7.30 + 0.866
7.56 + 0.907
6.82 + 0.743
6.15 + 0.526
5.74 + 0.850
5.40 + 0.411
5.01 + 0.285
5.44 + 0.421
5.36 + 0.677
6.25 + 0.907
5.54 + 0.489
5.20 + 0.613
5.05 + 0.572
5.16 + 0.619
5.36 + 0.445
5.43 + 0.483
5.60 + 0.479

Grupo Experimental

(No. X 103/mm3)

6.35
6.05
7.65
7.44
9.22
7.81
9.26
9.32

8,16

7.83
6.57
5.55
10.44
13.40
15.95
7.70
7.07
12.05
12.25
10.07
10.05
8.4

I+ 0+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 0+

I+ 1+ i+

I+ 1+ 1+ §+ [+ 1+ 1+ [+ I+ 1+ 1+

0.050
0.872
0.250
1.14
1.30
1.51
1.69
1,25
0.962
1.53
0.725
0.750
5.14
4,90
0.025
0.225
0.375
2.95
3.15
2.20
1.52
1.01



Figura 11:

63.

Efecto de la inyeccién de transferrina (Tf) sobre el
nimero de células nucleadas circulantes en el grupo
experimental (~--) n= 2 comparados con el grupo con-

trol (—) n=5.Se presenta la media + E.S.
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Y7 0. 11910, 1 ub 30,01 1.00710.00:0),01320,001 1,5910, 301 2,990,377 11543 0,02'41. 0594 0,01 41, 05830, 016 ERULTIRIT
W[50, 05040,007 7.007+0.00:47. 02810, 004 1.57£0.25 29917474, 22140.02 /0 074:0.04751.11240.037
19 0,14340.01442, 06240, 01 3.002£0.0071. 0291001} 1.7440.37¢f 2,990,241, 2510, 021,052 0,01 §1, 0584061 3} 1. 01 *413, 417
20 0.1 o030, 05740,021 2.02140,004 1,7240.35( 1.0940.38:0.187:0.02:1.054:0.0181.076,40.0M1
21 £0.26140.03 |.O76_r_0.00‘, ).02610.00‘ '.78;0.21{ 2.98:0.295[1.2?9:0.02" ).1156_0_0.(1’1( J.IGE_Q_O.(M/
Tabla 7:

Variacién en el nGmero de las diferentes poblaciones de células nucleadas de
cone jos por efecto del sangrado diario en conejos no suplementados con hierro.
Se presentan los promedios del grupo control n = 5 ( No. X 103/mm3 + E.5.)..

‘bo



bia Yieasofilos Fosindfilos{Mielocitos| Juveniles §Handas leqmentadosfinfocitos PHonocitos Normohlas- ticrol infocj a‘!‘l-\sto_s
£135. 0S.

0 1n.15840.019D.07040. 004 1.006:0.006h. 03120, 004 1.9330. o«;a’ 4.0040. oaﬁn.uﬁ;o.ooi b.01240.013

1 1. 11540, 003D, 0642 0, 00 . 02740.014 1. 6000 27¢ 3.9340. 55 D, 17040.04H ).05810.00“.0223_0.00&

3 {h.21230.0000.08150 p.ooa:o.ﬂoay 1:01920.00% 2.0330.247] 4.44:0. 806D, 16740.0280. 27240, 028, 20410.025

5 {§0.273+0.085].098+0.01 )+05640.01 11 1.88:0.580] 4.6240.747).11240.0231. 41140035, 35040, 127

7 P.26840.014.21640,037 p+00930.0091). 04240, 003 2.4140.247} 5.4050.792. 26540.08].376.40.093p, 33040, 001

9 .04340.021).09740 . 00640.006. 03440.00% 1.97+0.099] 4.6640.855p.22140.085h.17040.071p. 57340, 403

1§ 18340.00001.07340.008 - .009:0.009).02040,007 1.5340.005 3.3140.615 £14540,003}1.15420.07041.11240.064 .

1 1),00640, 000 D.076_0_0.05 1.5740.32 )003_0_0.(”3).093-0_0.047 .42740.042 0.01240.006

{E] r.:‘/og).m&hzzolo.m D.mz_o_o.ouﬁ P-19510.099 5.7642.92 {1.980.396}1.12240.025h.37540.238) 1.33+1.04 '

13 .'.-1183_0.0{)1’3.20339.1()0%.0!7;0.0!7‘ 2.33740. 177 7.01¢3.59 3.8810. 26 .749;0.281).3"_0-0.09, . 40640, 212

14 V5600031, 21420, 020 P-24520.078 5.3941.23 | 7.5840. 903}, 499:0.001]1,70340. 31 8. 95340.0M1

15 [21ni0,078b, 1130, 009 - 00720.0041.07540. 031 2.5140. 177} 4.3420.1841.22550.035}.05140.021).. 15940, 086

10 1. 19210,0300.06340.01 1 -062+0.00) 1. 98,0023} 4.3530. 375D 325:0. 103,01 340,013}, 09340, 049

17 . 25320.021P. 11240, 06() 2.10120.077) 3.73£1.03 | 6.5241.44 +674:0.240p.28140.0050). 27540.069

18 1, 320:0,0080,16040. 078 P+ 10440.05% 3,920,725} 5.64x1.480D. 54840, 141D.75140.226h. 784:0. 375

14 . 25540.02711.16340, 011 ).06640.021 3.5540.0504 4.85+1.51 +364:0,02 126340.17 -560:_0-377

20 10.17930.095D.15110.039 - 010£0,01(13.04640,01 3 3.6340.134} 4.75+0.742) 33010.031.33110.207 . 608+0,486

21 1.19050.0000,13840. 019 F.o«;o.on 3.4340.0421 3,6140.65081. 28740,0479. 30140, 134p. 40940. 226
Tabla B:

Variacién en el ntmero de las diferentes poblaciones de células nucleadas en

conejos anémicos no suplementados con hierro a los cuales se administra trans-

ferrina en el dia 11. Se présentan los promedios del grupo experlmental n

(No. X 103/ mm3 + E.S.).
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Figura 12:

Variaciones en el nimero de bas6filos en conejos que
reciben transferrina (Tf) (~---) n = 2 comparados con
el grupo control (—) n = 5. Se presenta la media

+ E.S.
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Fiqgura 13: . o
Variaciones en el nlmero de eosinéfilos de conejos ang

micos. Se presenta el grupo control (—)n=5yel
grupo experimental (--=) n =2 que recibe transferrina.

‘Media + E.S.

./ 4

|
,’/’
. ]
2
(-]
: ———
' 18
- L.
—u,
1o
gty b
! ....--" aett
R .\\
- , —
'.I'
L
{0
-
,/"-'-
..
b il
40 '
© oy —+
-] S 4 (-]

gWW/p-OL X seIn|8)



‘Figura 14:
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Variacién en el nlmero de segmentados de conejos hechos
anémicos en el grupo control (=) n= 5y el grupo ex-
perimental (-——)_ n= 2 que recibe transferrina. |Se pre-

. senta la media t E.S.
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Figura 15:

69.

Efecto de la inyeccién de transferrina en el grupo ex-

perimental de conejos (---) n = 2 y el grupo control
(=) n = 5 en el namero de microlinfocitos. Se presen

ta la media + B.S.
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Figura 16: :
Efecto de la administracién de transferrina (Tf) a cone
jos anémicos (---) n= 2 comparados con el grupo control
(—) n =5 sobre el nfmero de normoblastos. Se presenta
la media + E.S.
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‘ ‘Figura‘17:
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Variacién en el nimero de monocitos en el grupo control
de conejos hechos anémicos (~—) n =5 comparados con el
grupo experimental (---) n =2 que recibe transferrina.
Se presenta la media + E.S.
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Figura 18:.
‘Variacién en el nfmero de linfocitos en el grupo control’
de los conejos anémicos (——) n =5 y el grupo experimen-
tal (---) n =2 al inyectarse transferrina. Se presenta la
media + E.S. : L
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Jer Experimento:

Efecto del suministro de apotransferrina sobre
las células nucleadas circulantes de conejos ané

micos suplementados con hierro.

Ya que hemos detectado y cuantificado diferencias entre los
conejos que reciben hierro diariamente y 1os que no son suplemen
tados con hierro, y que la inyeccién de transferrina induce modi
ficaciones importantes en ia mayoria de las células sanguineas
circulantes cuando se administra a conejos no suplementados con
hierro, se decidié inyectar con apotransferrina a dos conejos
que reciben diariamente hierro dextrén, Se inyectaron 425 mg de
apotransferrina a cada individuwo. E1 grupo control estuvo forma-
do por tres conejos que recibieron el mismo volfimen de solucién
salina. Se sangraron diariamente 10 ml/kg de peso y en el dia 11
se les inyectd transferrina o salina, determin&ndose todos los
parimetros hematoldgicos basicos a lo largo del periodo de san-

grado.

Debido a que no se contaba con el conteo diferencial de los
conejos entre los dias 0 y 11, y si con el nGmero total de célu-
las, asi como el ntmero de cada una de las poblaciones sangui-
neas a partir del dia 12, se compard el ntmero total de células
nucleadas circulantes de los conejos, con el de los conejos con
suplemento de hierro del primer experimento. La comparacidn se
hizo entre el dia O y el 11, del 12 al 18, y el periodo total de
sangrado,y se obtuvo a través del empleo de la prueba de t para
muestras pequefias, que los dos grupos son estadisticamente igua-
les. Posteriormente se hizo la prueba de t para cada una de las

poblaciones de células nucleadas entre el dia 12 y el 18 utili-
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zando el nlmero en cada dia, asi como su porcentaje. Por ello,
una vez comprobado que ambos grupos de conejos tuvieron un com-
portamiento similar, se decidié utilizar el porcentaje de cada
uno de los tipos celulares de los conejos suplementados con hie
rro del primer experimento para calcular ahora, el nimero de ca
da poblacién entre 1los dias O y 11 con el nlmero de células to-

tales de este tercer experimento.

En la tabla 9 y en la figura 19 se muestran los cambios en
el nimero de células nucleadas circulantes a lo largo del perio-
do de sangrado para los grupos control y experimental. Al igual
que en los experimentos anteriores se observa la tendencia a au
mentar el ntmero de células en los primeros dias, sin que exis-
tan diferencias entre ambos grupos en este periodo. Sin embargo,
una vez que se inyecta la transferrina en el dia 11, se presen-
ta un incremento muy marcado con un maximo en el dia 14, Los co
nejos control mantienen constante su nimero de células nuclea-
das. El1 ntmero promedio de células nucleadas totales entre el
dia 12 y el 18 para los conejos control es de 7.105 X 103/ mm3
+ 0.250, y 12,83 X 103/mm3 + 1.39 para el grupo experimental,
con lo cual puede observarse que ambos grupos son diferentes de
bido a la transferrina inyectada, con una significancia de
0.01< p< 0.001. Por otra parte, al comparar a 1los conejos que re
ciben transferrina en este experimento con los del 2° experimen-
to, se observa que entre los dias 12 y 18 no existen diferencias
significativas, y que ambos grupos presentan el maximo aumento

en el nimero de células nucleadas en el dia 14.

En lo que se refiere al nimero presente en la sangre de ca
da una de las poblaciones nucleadas a 1o alrgo del experimento,

sus variaciones se presentan en la tabla 10 para los conejos con
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trol y en la tabla 11 para los experimentales.

Al igual que para 1los conejos sin hierro que reciben trang-
ferrina, puede dividirse las células nucleadas de este experi-
mento en dos categorias en funcién de su respuesta a la inyec-
cién de la transferrina: las poblaciones que responden elevando -
su nimero en circulacién para el dia 12, y aquellas que presen~
tan un retraso en su respuesta ( dia 13 ). Al primer grupo per-
tenecen los eosin6filos, segmentados, normoblastos y microlinfo
citos, mientras que la segunda categoria agrupa a los basbéfilos,

linfocitos y monocitos.

La cinética seguida por los eosinédfilos se presehtd en 1la '
Pigura 20. En el periodo que va del dia O al 17 el grupo control
y el experimental son iguales, y es al inyectar la transferrina
que se hacen diferentes (p< 0.001). Bn el lapso del dia 12 al 18.
de sangrado los eosinéfilos constituyen un porcentaje muy peque
fio (0.91 + 0.338%) del total del awnento en células nucleadas
totales,

Las variaciones en el nimero de segmentados en los dos gru
pos de conejos a lo largo del experimento se presentan en la fiir
gura 21. Como se observa en la grafica, ambos grupos son iguales
en el periodo inicial, y la diferencia se manifiesta a'partir
del dia 12 (p< 6.001). E1l incremento en el nﬁmero.de segmenta-
dos presenta su maximo al dia 12 y disminuye paulatinamente a
través de los dias, constituyendo sin duda la poblacién que mas

contribuye al aumento en el numero total de células nucleadas

en el lapso de 1los dias 12 a 18 con wn 52.73 + 6.48%.

Los normoblastos cuya cinética se muestra en la figura 22,

al igual que las otras poblaciones se encuentra en nimeros igua
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les entre los dias O y. 11 en ambos grupos de conejos; y en name
ros diferentes (0.05<p<0.02) una vez que se administra la trans
ferrina al grupo experimental. Encontramos que esta poblacibén se
incrementa en forma biféasica, al igual que en los conejos sin
suplemento de hierro que recibieron transferrina. Forman dos pi
cos, uno en el dia 12 y el otro en el dia 14, Este Gltimo es de
mayor magnitud que el primero, y el porcentaje constitnidolpor
los normoblastos en estos dias del total del aumento en células
nucleadas es de 12.81% y 12.61% porcentajes notablemente mayores

que los representados por esta poblacién en el 2° experimento.

Los microlinfocitos se muestran en la figura 23 para los
dos grupos de conejos. Puede observarse que se presentan en i-
gual nimero entre el dia 0 y el 11, y a partir de la inyeccidn
- de transferrina en nimeros diferentes (0.01 <p <0.001), Al igual
que los normeoblastos presentan un incremento bifésico en los
dias 12 y 14, constituyendo el 17.82 + 2.11% del total del aumen
to en células nucleadas circulantes entre los dias 12 y 16 -de
sangrado. Si se compara este comportamiento con el seguido por
esta poblacién en el 2° experimento se detectan dos diferencias:
la primera es que el aumento inicial de microlinfocitos es ma-
yor en el 2° experimento, fenbmeno que encontramos invertido en
este tercer ensayo; y por otro lado, el porcentaje constituido

por esta poblacién es mayor en este Wltimo caso.

Las poblaciones que constituyen el segundo grupo, es decir,
basbé6filos, linfocitos y monocitos se muestran en las figuras 24,
25 y 26 respectivamente. Estas células al igual que las otras cé
lulas nucleadas, son iguales entre los dias 0 y 11 de sangrado
para ambos grupos de conejos. Después de la inyeccién de trans-

ferrina encontramos diferencias significativas (0.05<p<0,02)



77.

entre ambos grupos en 1los tres tipos celulares. Las tres pobla-
ciones presentan picos marcados que comprenden los dias 13 a‘15,
disminuyendo posteriormente, y formando un pico de mucha menor
magnitud en el dia 17. Esta cinética es diferente a la presenta

da por estas poblaciones en el 2° experimento, asi como los por
centajes que constituyen del aumento en células nucieadas tota-
les, En este Gltimo ensayo, los basbfilos constituyen el 2.83't
0.480%, los linfocitos 24.64 + 4.23%, y los monocitos 3.27 +0.58%. -

En restmen, se observa que la inyeccién de transferrina a
los conejos suplementados con hierro presenta ciertas similitu-
des cuando se le compara con los conejos que no reciben hierro,
Por una parte la elevacién en elAnﬁmero de células circuiantes‘
es igual en ambos experimentos. Con excepciébn de los basbfilos,
las células que constituyen los grupos de respuesta rapida o
lenta son los mismos. El incremento en el ntmero total de célu-
las esti determinado por el aumento de segmentados, linfocitoé,
microlinfocitos, y a diferencia del ségundo experimento, por los

normoblastos.



Tabla 9:
Variacién en el nimero de células nucleadas circulantes
a 1o largo del periodo de sangrado en el dgrupo control
(n = 3) y el grupo experimental (n = 2) al que se inyec
té transferrina. Se presenta la media + E.S. -

Grupo Control Grupo Experimental
Dia (No. X 103/mm3) (No. X 103/mm3)
0 6.86 + 1.30 6.80 + 0.380
1 6.81 + 1.35 7.12 + 0,500
2 8.91 + 1.35 9.26 + 1.31
3 8.75 + 1.56 9.64 + 1.46
4 9.28 + 2.98 8.69 + 0.912
5 10,23 + 2.81 , 11.37 + 0.100
6 10,19 + 1.32 11.73 + 0.380
7 9.14 + 1.49 10.34 + 1.19
8 9.52 + 2,51 7.78 + 0.293
9 8.90 + 2.37 9.85 + 0.604
10 8.97 + 2.04 6.70 + 0.877
1M 7.26 &+ 1.54 7.10 + 0.199
12 6.93 + 0.956 14.77 + 1.70
13 7.11 + 1.66 14.59 + 1.09
14 6.53 + 0.525 19.41 + 3.91
15 6.40 + 2.04 11.94 + 4.00
16 8.31 + 1.20 9.57 + 1.27
17 6.84 + 0.991 . _ 10,22+ 1,27
18 7.61 + 1 + 0.080

.50 9.29



Figura 19:
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Nimero de células nucleadas circulantes en conéjos ané

micos suplementados con hierro en el grupo control (—)

n =3 comparados con el grupo experimental (-=-), que
recibe transferrina. Se presenta la media + E.S.
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Dia [fHasofitos IRosinbfilod Mielocito] Juveniles | Bamdas Segment adoflinfocitos [Manocitos [Hormoblas- Miciolinfa-|nlastos
tas cilos

0 10.296+0.100§1,08240.007 1.02740,021 2.14£0. 2301 4.1310.20(0. 14540,0040.00420.00'41.03240.011 |

1 [l0.197+0.025, 09840, 00 0.008£0. 004 72440.004 1.88£0.05% 4.0440.1240.180+0.0040,201+0,0813, 179¢0.0Y5

2 0,34740.1240.0904+0. 024 . 1.05740.01] 2.79+0.04¢ 4.5640,1240,25040.0470.50340.16 1.25040,064]

3 27540, 1141,12720.014 2. 00540, 0010, 05230.0°( 2.78+0.26% 4.6610.3130.250&0.0350.407:0.14' 138720.014

1 .349%0,03,{3.158+0,00¢ [0.027+0.004 2.84+0,11'] 4,5410,280.286+0.03'1.71240.26 +37320.094

S [0 322:0.0010. 11840, 0240, 01040, 0040, 006¢0. 001, 03740001 2.7540. 55 4.6610.1540.24740.01¢ 1.3840. 297 .67540,026

5 1.293:0.067%1.157+0.021% 0.010£0.004).04340.004 2,620, 44:] 4.7340.0350.20340.004).911+0. 26 1,2240.129

7 2.2530.0400,0804 0. 00 0.01140.01¢10.01940.004 2.1940.111{ 4.3330.41(0.208+0.02! 1.36+0.401).666+0.088]0,09540.02%

8, [i0-334:0.0611. 11540.0170. 01140, 0110, 016+0.01(}0.03240,01( 2.3240.131 4.8710.3133.206+0.037).75350. 274, 84420.131 | 0.00649.C9%

9 0,27430.09. ).08430.0050.077:0.07'LJ.OSQU.DS'D.D:S:O.OIJ 1. 98:0.09( 4:24:0.1410.2633_0.081 1.124+0.226), 70240, 188]0,063 49,000

] o.zan'_r_o.u.nn,nnz_m.onLJ.moio.m(0.025:0.02',0.03710.00’ 2,080,161 4.15_«_0.3340.350:0.06! 2.83140.31¢ 1.13£0.198[0.0104 M0

e floceeeriasy.06350.m9 0.00440. 0040, 02540.007 1.83;0.08¢ 3.9510.2640.15740.0111).437+0.14. 57140, 076 )
T [ 20 10 0.01040.00710.00240. 00:4. 00040, 0014, 05810, 021 2. 0510, 099 3.6610.2640.189+0,001),30540. 2045, 2270, 047] 0.00240.002
1 t1n. 000 ,05610.00 0.00940.00H0. 04240, 0111 2.1420.159 3.95:0.28H,20340.0011).295+40,09%, 2424 0. 037

14 |10.15340.0%:|0.048+0. 004 0-00450.000. 01830011 1.9640.097 3.8420.24%0.15140,020D.16140.106h.15940.039 )

15 flo.21140,0070,06150.014 0:007¢0.0040.039:0.00if +.9840.06 3.4640.0840.14240.023}).090+0. 048, 33650, 033} 0,002 +0. 002
16 119.25910.07 41.074,0,00¢ 0.00710.0010.04740.01 | 2.65:0. 4B 4.2340,6640.17340,0411.166+0.05'42. 46140. 141

F2 015140, 08, 05610,01710,00440. 0040, 00840, 00:[0. 07030, 01 f 2.2950.364 3.6330.4670. 18550.00:4. 14340, 08, 28740, 070)
(8 [10.20560.04:).5.07840,00:/0,005+0. 000.015+0.00Y0. 05640, 0% (| 2.45:0.414 4.1940,5190,206+0.00¢52.08240.03t43.23740. 041

Tabla 10: N
Efecto de la remocién de un volumen constante de sangre en conejos suplementados
con hierro sobre el ntmero de las diferentes poblaciones de células nucleadas,
Se presenta el grupo control n = 3 .(No. X 103/mm3 + E.S.).

*08
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Hielocitos

Tabla 11:

Juveniles | Dandas  Begmentados] Linfocitos| Monocitos fiormoblas- |Kicrolinfod Rlistos
kog citos

QO  |0,29340,12241.08110.009 ’ H 02740.02% 2.1240.279 4.09:£0.243D.,14440.005) +00340.005h.03140.014

1 J0.207+0,028). 10340, 003 [.00910.005p, 02640, 008 1.9640.073] 4,2340.16¢ n.maiu.ooaﬁ.mo&o.m: .18740.122

2 113,36140.1520.14940.030 . 05940.01( 2.9040.058] 4.7440. 15801 26640. 058}, 32330, 206 . 2604 0. 082

3 0.30340.153p. 11040.022 .00540.0071.05740.027] 3.07+0.353}4.9240.423 1.é76+0.o47).449:_0.|99 +426+0.020

4 [1.32749.042].148+0,007, ), 02540, 009 2.6640.134] 4.2540.327]).26740. ochJ +66640,3070.349+0.108

5 0.35910.135|.131_._0.034).011io.m7b.007_+_o.onu1.04\5).013 3.0640.7571'5.2040.211D.27510.026] 1,5420.571). 751 40,036

6 113.33740.005). 18140.03¢ ).01240,007]).050+0.00% 3.02+0. 623 5.44:0.05&3.234:0.007 1.0540.369] 1,4140,182 .
7 {,29140,078D. 09040, 007 p.01240.015h,02240.008 2.48:0.154{ 4.9040. 568}), 236+0.034] 1, 5440.556p. 75420, 122 {0. 00640. 007
8 [I"-27310.0620.09450.014,00940.0110,01340,010{. 02640019 1.90+0.132] 3.9840.313 1.15910.037f.61510.272F.sgt;o.mz 0.005+0.10%
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Variacién en las diferentes poblaciones de células sanguineas nucleadas de

conejos hechos anémicos suplementados con hierro a los que se administya trans-
ferrina en el dia 11. Se presenta el grupo exper1menta1 n = 2 ( Promedio de cé-

iulas X 103/mm3 + E.S.).

18
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Figura 20:
Namero de eosin6filos en conejos hechos anémicos en el

grupo control (- ) n =3 y en el grupo que recibié la
transferrina (---) n =2, Se presenta la media + E.S.
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Figura 21:

- 'Variacién en el numero de segmentados en conejos hechos
anémicos en respuesta a la inyeccidén de transferrina
(-—=) n =2 y el grupo control (—) n =3. Se presenta
la media + EB.S.
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Figura 22;
Variaciones en el nUmero de normoblastos a lo largo del
periodo de sangrado en conejos hechos anémicos. Conejos
control (—) n =3 y conejos que recibieron transferri-
na (---) n =2, 5c presenta la media + K.5.
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Figura 23:
‘ Variacidn en el ntmero de microlinfocitos en conejos
hechos anémicos a 1os que se inyecta transferrina (---)
n =2 o solucidn salina (—) n =3. Se presenta la media

+ E.S.
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Figura 24: :
Efecto de la inyeccién de transferrina a conejos hechos

anémicos (---) n =2 comparados con conejos anémicos del

grupo control (—) n =3, en el nimero de baséfilos. Se

presenta la media + E.S5.
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Figura 25:

Céluias X 103 /mm3

87.
Efecto de la inyeccién de transferrina al grupo expe-

“rimental de conejos anémicos (---) n =2 comparados con

el grupo control (—) n =3 en el nimero de linfocitos.
Se presenta la media + E.S.
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Figura 26:
Variacién en el nimero de monocitos en conejos anémicos
que reciben hierro. Se presenta la media + E.S. del gru
po control (——) n =3 y del grupo que recibié transfe-
rrina (~~--) n =2,
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47 Bxperimento:

Alslamicnio y Purificacién de los Microlinfocitos

Como se habia mencionado, una de las caracteristicas sobre
salientes en la induccién de la anemia en conejos, es lalapari-
cién de los microlinfocitbs.Por ello, se decidié establecer la
metodologia necesaria para lograr su aislamiento. Esta Gltima fa
se del trabajo experimental constituye el inicio de nuevos estu
dios cuyo objetivo es determinar las capacidades y/o Punciones

de estas células.

Se utilizé primero la separacién en Ficoll-Pauqe, método co
munmente empleado para aislar linfocitos de la sangre. Ya que es
ta poblacién microlinfocitica aumenta notablemente en los dias 5
a 10 de sangrade, se utilizé la sangre de conejos anémicos en es
te periodo. En estas condiciones la interfase no queda completa-
mente separada de los eritrocitos, sino que se presenta un conti
nuo de células rojas inmaduras, que por la anemia han aumentado
su nimero en la sangre. Esto incrementa asimismo, la contamina-
cién con eritrocitos en la interfase (78). Este fendémeno queda
ilustrado en la figura 27. Debido a que el numero de microlinfo
citos por mjlilitro de sangre es muy pequefio, se partid de 32ml
de sangre toial para su separacién en Ficoll-Paque colecténdose
las células obtenidas de las interfases en 4 tubos. Estos se u-
tilizaron a su vez para la separacibén de los linfocitos y micro
linfocitos en 4 tubos de gradiente linear preformado de Percoll
con una densidad inicial de 1.0765 gr/cm3. Al realizar la sepa-~
racién de las dos poblaciones en este tipo de gradiente se obtie
ne una banda de células con una densidad cercana a 1.062 gr/cm3

lo que puede determinarse con el uso de perlas marcadoras de den
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sidad en otro tubo de gradiente que es sometido a las mismas. con
diciones que aquellos que contienen las células que se desea se~

parar; ésto se ilustra en la figura 28.

La banda colectada esti formada en su mayor parte (95%) por
microlinfocitos existiendo algunos linfocitos pequefios y gran
cantidad de plaquetas que no pudieron ser eliminadas en el proce
so de separacién. En la figura 29 se muestran los microlinfoci-
tos tefiidos con colorante de Wright utilizando un objetivo seco
de 40 X, y en 1la figura 30 coh un objetivo de inmersién 100 X.
Como puede observarse en microscopia de luz, el ndcleo que tiene
un gran tamafio ocupando practicamente toda la célula, tiene una
densidad tal que no permite detectar las caracteristicas estruc-
turales de la célula, y por ello surge la necesidad del estudio

de los microlinfocitos con el microscopio electrénico.



,Fiqura,27:
' 'iGradiente de Ficoll-Paque. Se observa la interfase (I),
los eritrocitos sedimentados (E) y células rojas inmadu

ras entre ambas bandas.
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Fl(u14‘38

: MJcrollnforltos (ML) separados en un gradiente prefor

5 adOfde Pcrcoll “lil-otro tubo contiene perlas marcado
'ras de densidad y se seflala la banda correspondiente

a 1.062 gr/ cm3.




,Figurai29i
R TPreparacién tefiida con el colorante de Wright de las
células separadas en los dos tipos de gradiente. Se

observan Microlinfocitos (ML) y un linfocito péqueﬁo

de la sangre (L).




Figura 30:.
Microlinfocitos vistos con un objetivo de inmersidn

de 100 X. Se observan las dos formas mas comunes de

estas células en conejos anémicos.
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DISCUSION

Antes de hablar de los resultados propiamente dichos es in
teresante mencionar algo acerca de la hematologia del conejo, a
nimal utilizado en el modelo experimental en el que se basa el
desarrollo de este trabajo. La informacién concerniente a la he
matologia del conejo, es en la actualidad aun muy fragmentaria
y con amplias discrepancias. Mas aun, se conoce muy pocc acerca
de los factores fisiolégicos, agentes fisicoquimicos y condicio
nes patolbégicas que se sabe provocan alteraciones hematoldgicas
en el hombre y en otros animales experimentales. lLas principa-
les contribuciones acerca del tejido sanguineo del conejo se si
tuan entre 1930 y 1960, vy es esta informacién la que sirve como
punto de comparacién en la determinacién de los parémetros san-
guineos de los conejos normales. Asi, tenemos el estudio del
conteo diferencial bajo diferentes condiciones normales, como
en el embarazo, o patolégicas, principalmente en la infeccién
por diversos agentes (53); las diferencias en la constitucién
hematolégica en diferentes variedades de conejos (54); la compa
racién entre hembras y machos en sus pardmetros hematoldgicos
(55): el estudio de los ciclos diurnos de los leucocitos sangui
neos en conejos normales (56); y las variaciones individuales y
estacionales de los valores hematoldgicos en conejos macho nor-

males (57).

Ahora bien, tomando al conejo como animal experimental, al
inducir la anemia por remocién de un volimen constante de sangre
se provocan cambios que modifican de manera drastica su homeosta
sis hematolégica. La produccidn de eritrocitos a partir de célu~

las madre no diferenciadas es un fenémeno finamente regulado, de
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tal manera que el ntmero de eritrocitos se mantiene relativamen
te constante en el organismo. En estas condiciones, debe rempla
zarse un cierto ntmero de hematies que son eliminados de la cir
culacién por el sistema reticuloendotelial y, al sangrar diaria
mente a los conejos el ntmero de células que el organismo debe
reponer aumenta considerablemente. En respuesta a esta perturba
cidén, las células madre migran hacia los sitios de hematopoye-
sis (58), iniciéndose un nuevo periodo de autoreplicacién segui
do de actividad diferenciativa, Una vez que se alcanza la igual
dad entre el nlmero de células que se replica y aquellas que se
diferencian, se logra nuevamente un compartimiénto de tamafio es
table lo cual implica un nﬁevo equilibrio (16). Sin embargo, las
células precursoras originan no solamente a los eritrocitos, si
no a todas las otras células de la sangre. Existen estudios acer
ca de la cinética de CFU cuando la hematopoyesis se inclina en
Favor de la eritropoyesis (59,60,61) como en nuestro caso, Estos
trabajos demuestran que en los ratones existe un mecanismo para
1a redistribucién de las células madre hacia el bazo, incremen-
téndose en este 6rgano la velocidad de proliferacién de CFU-G,M.
Asi, tomando en cuenta los datos aportados por la bibliografia,
y considerando que existen ademis sitios de reserva de leucoci-
tos maduros como la médula ésea, lechos capilares, bazo, nbédulos
linfaticos y timo que liberan pequefios nimeros de células a la
circulacién, se explica la cinética segﬁida por las células san
guineas nucleadas circulantes en condiciones de eritropoyesis
incrementada. Por una parte existe el estimulo a proliferar y
diferenciarse de CFU, y por otra parte la salida de las reser-
vas, con lo cual se obtiene un aumento mé&ximo entre los dias 5

y 8 de sangrado, regresando posteriormente al equilibrio estable
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cido al igualarse autorenovacién y diferenciacién de las célu-

las madre.

Las poblaciones que mas se modifican en la induccién de la
anemia son cuatro, de las cuales los segmentados y los linfoci-
tos, normalmente las ma&s abundantes en la cirCulacién, son las
que presentan mayores cambios en su nfmero. Sin embargo, las o-
tras dos poblaciones, normoblastos y microlinfocitos, son las
que modifican en mayor proporcién el nlmero de células nucleadas
circulantes., Las dos primeras representan el resultado del meca-
nismo general de proliferacién y diferenciacién de las células
madre, pero la presencia de las otras dos poblaciones, normaimen
te ausentes de la circulécién, se apartén de los datos reporta-

dos en la literatura.

El trabajo de Sabin (62) postula que existen tres mecanis-
mos disponibles en el organismo adulto para incrementar el espa
cio destinado a la formacién de células sanguineas. El primero
es la remoci6én de grasa de la médula ésea en forma de gotas que
salen al. torrente sanguineo. E1 segundo método es un adelgazamien
to del hueso lo cual agranda la cavidad, y el tercer método de
incrementar el espacio hematopoyético es el uso de zonas extra-
medulares. En el desarrollo del trabajo se observé que al indu-
cir la anemia, el ?lasma de los conejos presentaba un aspecto tur
bio al centrifugar la sangre. Este cambio se debe a un aumento en
" la cantidad de 1ipidos en la sangre, y por tanto, el primer me-
canismo pareceria jugar un papel importante en nuestro modelo.
Por otra parte, la aparicién e incremento tan marcado de normo-
blastos y microlinfocitos en la circulacién apoyan la participa
cién del uso.de zonas extramedulares en wna hematopoyesis incre-

mentada.
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La presencia de normoblastos en la circulacién plantea una
serie de intefrogantes. Por ﬁna parte, como precursores eritro-
citicos immaduros bien podrian ir de la médula bsea hacia los
sitios de eritropoyesis extramedular, o bien de estos sitios ha
cia la médula ésea en donde completarian su desarrollo. Por o-
tro lado, utilizando los datos del nitmero de eritrocitos en la
fase de equilibrio (figura 3), puede calcularse de manera apro-
ximada el nimero de células que se producen. En estos dias, la
cantidad de células removidas iguala a la producida y este va-

lor es cercano a 2.5 X 106 célulasﬁmn3

. E1 nGmero maximo de nor
moblastos representa Unicamente O0.1% de la cantidad de eritroci
tos que deben producirse. Aun cuando estas células sufren varias
divisiones mitéticas antes de convertirse en hematies, la cifra
sigue representando una fraccién pequefia del total. Consecuente
mente, la existencia de estas células en la circulacién parece

no tener explicacibén alguna en esta etapa. Desconocemos Si en

la circulacibén se transforman en células maduras, o si se esta-
blecen en otros 6rganos para colonizarlos, proliferar y diferen
ciarse posteriormente. Por tanto, puede plantearse una nueva se

rie de experimentos que nos ayuden a aclarar este'problema,

Los microlinfocitos representan una verdadera incbdgnita. De
bido a la cinética de esta poblacién y a sus caracteristicas mor
folbgicas podria pensarse que se trata de células precursoras
hematopoyétieas. Existen diversas evidencias en las cuales se ha
demostrado que en los organismos adultos existen células madre
hematopoyéticas en bajos nUmeros en la sangre que se encuentran
en trénsito hacia la médula ésea. Que estas células originan tan
to al tejido mieloide como al linfoide. Aquellas que originan

directamente a los linfocitos B, se han identificado morfolbgica
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mente como linfocitos pequefios (63). En cultivo, estas células
precursoras son dificiles de identificar, pero son capaces de
transformarse y generar otras células linfoides (64). Y, en o-
tro estudio se presentan inclusive, datos acerca de la ultraes-
tructura de las presuntas células madre hematopoyéticas de ra-
tén (65,66), identificéndolas como células morfoldgicamente si—
milares al linfocito pedueﬁo pero de menor tamafio. Estas evideg
cias nos indican la dificultad en la identificacién de las célu
las madre, y afin cuando se trata de ratones y no de conejos, la
similitud en la morfologia de las células madre aisladas y los
microlinfocitos no deja.de ser aparente, Por ello se decidié es
tablecer la metodologia necesaria para el aislamiento de los mi
crolinfocitos. Este paso nos permitiréd establecer un enlace en-
tre el estudio morfolégico y cinético de las células nucleadas
circulantes y el estudio bioquimico mé&s detallado de los micro-
linfocitos. De aqui se deriva una serie de posibles estudios con
esta poblacibdn aislada como son: su estrﬁcturacién a nivel de
microscopia electrénica, la determinaciénm de marcadores de su-
perficie, la existencia de receptores para transferrina, su ca-
pacidad de incorporacién de hierro, sus potencialidades en cul-
tivo de tejidos, etc. Es decir, la posibilidad de conocer las
capacidades y Punciones de los microlinfocitos. Por otra parte,
el incremento de microlinfocitos en condiciones de anemia indu-~
cida presenta caracteristicas ciclicas muy marcadas. S5i conside
ramos a esta poblacibén como células madre el patrédn ciclico re-
presentaria ondas alternadas de proliferacién y migraciémn, y di
ferenciacién en los distintos centros hematopoyéticos y/o‘médu—
la bsea. Su tamaflo tan pequefio no deberia desconcertar ya que

",..el linfocito pequefioc es una forma especializada de la célu-
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la parenquimatosa primitiva en un estado de reposo, relativamen
te inactiva, y reducida al menor tamafio posible con el propési-
to de su facil movilizacién y transporte a través del torrente

sanguineo". (Yoffey y Courtice) (64).

Ahora bien, hay que recordar que en los experimentos en los
que- los conejos reciben diariamente hierro por via intraperito-
neal, existen diferencias cuando los comparamos con aquellos que
no son suplementados con hierro. Esta observacién permite infe-
rir algin efecto de este metal sobre las células nucleadas cir-
culantes, El requerimiento de hierro se deriva del papel central
que juega en el metabolismo enérgético de las células., Anterior-
mente se pensaba que la:cantidad de hierro en el organismo esta-
ba controlada tnicamente por la regulacién de su -absorcién, y
que la excrecién del metél Jjugaba un papel pasivo. Sin embargo,
la mayoria de las células contienen hierro en cantidades relati
vas proporcionales a la cantidad de hierro en los almacenes cor
porales, y asi la pérdida obligatoria de células ocasiona la sa
lida selectiva pern limitada de hierro, En condiciones normales
la pérdida se balancea con la absorcién de hierro para mantener
una cantidad relativaﬁente constante de hierro a lo largo de 1la
vida del organismo y, el fenémeno de absorciédn usualmente tiene
un papel regulador mis activo (67). La recirculacién del hierro
de eritrocitqs senescentes por las células reticuloendoteliales
es wn eslabén esencial en el intercambio del hierro. Parte de es
te ﬁierro regresa rapidamente al plasma, y otra parte se recam-
bia con los almacenes de las células reticuloendoteliales y se
reutiliza mis lentamente. $i el requerimiento de hierro para la
eritropoyesis se incrementa, ya sea que la causa sea el sangrado,

hemélisis o hipoxia, se aumenta la cantidad de este elemento que
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s proveé a través de la movilizacibn de los almacenes de hierro

Yy o Lravés de un incremento en la absorciédn de hierro (68).

Ya que durante la induccién de la anemia se impide la reuti
lizaci6én del hiexro y se incrementa la eritropoyesis, se deci-
di6 suplementar a los conejos con hierro. Los resultados muestran
en forma muy clara que el suministro exbgeno de hierro no influ
yo6 ni en el numero de eritrocitos ni en la cantidad de hemoglo-
bina, pardmetros que esperariamos encontrar disminuidos en los
conejos que no reciben hierro si este metal estuviera limitando
la eritropoyesis., Sin embargo, la administracién de hierro si in
fluyb en la cinética y numero de las células nucleadas en respues
ta a la induccidén de la anemia, Inicialmente se pensé que estos
datos podrian explicarse si la administraci6n de hierro provoca
una reaccidn inflamatoria en el peritoneo. Esta ocasionaria la
modificacién de algunas poblaciones celulares al migrar hacia el
sitio de reaccién, y la caida en el contenido de hierro sérico
y en el porcentaje de saturacibén de la transferrina (69). Los
?esultados muestran en forma concluyente que no sélo no existe
granulopenia y monocitopenia, sino que los segmentados incremen
tan significativamente suw nimero, y dque el contenido de hierro
sérico y la saturacién de la transferring se incrementan. Por o-
tra parte, la poblacibén responsable en mayor proporcién de la di
ferencia en nlmero de células nucleadas en conejos con y sin su-
plemento de hierro, es la de normoblastos y su elevacidén coinci-
de con el incremento de hierro sérico entre los dias 1 y 6, hie
rro en exceso de la cantidad necesaria para saturar la transfe-
rrina circulante. Asi, el hierro unido posiblemente a uné protei
na diferente y no a su acarreador fisioldgico, se encuentra invo

iucrado en la modulacidédn de la circulacién de los linfocitos, la
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produccién de segmentados, y a una mayor liberacién de las for-

mas eritrociticas inmaduras o normoblastos.

Finalmente un efecto més del suministro de hierro sobre las
células nucleadas, y principalmente sobre los segmentados, es la
atenuacién de las variaciones ciclicas en ellas., Este fenémeno
de ciclicidad postulado para las células sanguineas en general,
puede resultar poco aparente en las figuras debido nuevamente a
la variacién individual en el nimero de células y al desfasamien
to de las oscilaciones entre los diferentes individuos de la po
blacibén. El concepto de oscilacién ciclica establece que al dis-
minuir el nimero de célulaé en la sangre, primero se incrementa
su liberacién y como resultado aumentan los factores humorales
que regulan los diferentes compartimientos hematopoyéticos, in-
crementando la proliferaciton y diferenciacién de las células pre
cursoras (70,71,72,73)..8in embargo, se trata de un fendémeno que
no se observa frecuentemente en individuos normales por el efec
to atenuador de la reserva de células en médula ésea, pero si
una vez que la reserva ha disminuido como sucede durante la in-

ducciédn de la anemia.

En otros experimentos en los que se sangraron diferentes vo
limenes sanguineos (3,6,9 y 12 ml/kg de peso) se encontrdé que no
existian diferencias en la produccién de eritrocitos una vez que
se alcanzaba un limite en la eritropoyesis, limite que se alcan
z6 al remover 9 ml/kg de peso. Es decir, aun cuando aumentaramos
el volimen de sangre extraido no habria una mayor produccién de
células (84). Se pensd en dos Ffactores limitantes: el suminis-
tro de hierro, vy la cantidad de transferrina circulante. Ya que
el hierro no tuvo un efecto limitante en la eritropoyesis, se

pensé que la transferrina pudiera ser el factor limitante. Al in
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yectar transferrina se crearian nuevos sitios de transporte de
hierro y au@entaria la eritropoyesis. El incremento de hierro
sérico que Qe observa en los conejos aunado al incremento en la
concentrac1én de transferrina, traeria como resultado la eleva-
cibén del recamblo de hierro con los tejidos asi como el aumento
_enla b1051nte31s de transferrina (74,75,76), posiblemente incre
mentando aﬁn:més la eritropoyesis y en consecuencia la produccidn

de células nhcleadas de la sangre.

Asi, eﬁ el 2° y 3er experimentos se decidié investigar el pa
pel que tiedé esta proteina en condiciones de eritropoyesis incre
mentada. Des}ués de inyectar transferrina efectivamente se encon-
trd incremeﬂtada su concentracién en la circulacién. Sin embargo,
la eritropoiesis no sélo no se incrementd sino que se provocd una
disminuciénfde los eritrocitos circulantes de manera dréstica, y
hasta cuatrd dias después se restablecié el nimero que se encuen-

]
tra en el equilibrio.
1

Hay qué seflalar que la transferrina provocéd cambios muy pro
nunciados eﬁ la cinética de las células nucleadas totales indepen
dientemente de si los conejos estaban o no suplementados con hie-
rro. El primer efecto observado por la inyeccién de la transferri
na fue el descenso en el nimero de células en la circulacién u-
na hora después de administrada, ya que los conejos control mues
tran que el comportamiento "normal" consiste en la reposicién
rapida de las células en la circulacibén con pocas modificaciones
en 1o que se refiere a la composicidn diferencial. Bs dificil
distinguir si el efecto de la transferrina fue el de impedir se-
lectivamente la salida de las células de los centros hematopoyé-
ticos, o el de secuestrar selectivamente también a las células

en algin otro 6rgano. No por ello el efecto deja de ser inespera-
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do este efecto.

Se presentan adem4s algunas diferencias en la cinética se-
guida por las diferentes poblaciones asi como en el porcentaje
que representan en el aumento en el numero de células nucleadas
totales después de la transferrina, dependiendo de si los cone-
jos reciben o no diariamente hierro. Finalmente, existen diferen
cias en lo concerniente a las dos pohlaciones extwaordinarias de
la circulacidn, los normoblastos y los microlinfocitos que no
pueden explicarse. Bstas dos poblaciones muestran una simetria
en los dias de aumento en los conejos con y sin suplemento de
hierro, pero el porcentaje y el nimero en el que se presentan es
francamente mayor en los conejos con hierro que en los conejos
sin suplemento de hierro. Ahora bien, durante el desarrollo del
primer experimento se detectaron diferencias en lo que se refie
re a la poblacién de normoblastos, pero no parecia existir efec
to alguno del hierro sobre los microlinfocitos. Sin embargo el
incremento en la concentracién de transferrina produce la sali-
da a la circulacién de grandes cantidades de microlinfocitos.
Puede especularse que la transferrina dié alguna sefial que oca-
siond la salida de las presuntas células madre o microlinfoci-
tos hacia nuevos sitios hematopoyéticos que colonizan, prolife-
rando y diferencidndose posteriormente. En el trabajo con cone-
jos suplementados con hierro se detecta Unicamente el inicio de
una sequnda ola de células en la circulacién ya que el experimen
to se finalizd en el dia 18 de sangrado. Sin embargo, la salida
de células que puede observarse en 1os dias 18 a 21 en el expe~
rimento con conejos sin suplemento de hierro seria el resultado
de los procesos de proliferacidén y diferenciacidn iniciados por

la inyeccién de transferrina.
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En restmen, el efecto de la fransferrina sobre las células
nucleadas parece estar dado a dos niveles: a) la salida de 1las
células a la circulacién en forma rapida (dias 12 y 13} lo cual
implica una liberacidén de células que ya han cumplido su proce-
so de diferenciacibn y maduracién, y b) una salida posterior que
pareceria estar dada por células que al momento de inyectarse
la transferrina se encontraban en los pasos de diferenciacién,

o inclusive, en estadios anteriores como células precursoras
que inician los procesos de compromiso hacia wna via determina-

da de diferenciacién.
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RESUMEN ¥ CONCLUSIONES

La ‘extraccibén de un volimen constante de sangre por medio
de puncién intracardiaca nos permite establecer una anemia expe
rimental crénica en el conejo (variedad Nueva Zelénda). Los tra
bajos realizados presentan resultados que proporcionan un esla-
bén més en la larga cadena de los estudios encaminados al cono-
cimiento de los mecanismos formadores de sangre y a la diferen-~

ciacién celular.

Bajo estas condiciones la eritropoyesis se incrementa apro
ximadamente cuatro veces. La respuesta de las células sanguineas
nucleadas al estimulo de la anemia consiste en la elevacibdn tran
sitoria de su numero entre los dias 5 y 8 de sangrado regresan-
do después a sus niveles normales. Este incremento es debido prin
cipalmente a la aparicidén en gran numero de dos poblaciones celu
lares generalmente ausentes de la circulacidén: la de normoblas-
tos, y una poblacibdn que hemos denominado microlinfocitica por

su tamafio y apariencia. .

La concentracién elevada de hierro sérico en los conejos su
plementados con hierro se relaciona con el incremento en la po-
blacién de nommoblastos, por lo que se plantea que la saturacién
de hierro en el plasma es un mecanismo regulador en si mismo e
indicador muy sensible del balance del hierro en estas condicio
nes. lLa necesidad tisular de este metal seria el determinante
primario del recambio de hierro sérico, por lo que se establece
la presencia de un proceso de suplemento capaz de reponder rapi
da e independientemente de la saturacién de la transferrina per

se.
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La inyeccidén de la transferrina es capaz de inducir cambios
" drasticos en la cinética de las células sanguineas provocando la
liberacibén masiva y ciclica de las diferentes poblaciones alte-
rando sobre todo, la liberacién de normoblastos y microlinfoci-
tos en un proceso cuya magnitud depende aparentemente de la pre

sencia de un suplemento de hiexrro.

El aislamiento y purificacién de los microlinfocitos consti
tuye un primer paso en el estudio de esta poblacién cuyas capa-

cidades y/o funciones se desconocen.

Aéi, el trabajo continuo aprovechahdo las ventajas plantea
das por la amplificacién del sistema productor de sangre, sera
capaz si se enfoca y trabaja adecuadamente, de proporciohar nue
~ vas evidencias en los caminos de la hematopoyesis y su regula-

cién asi como en la diferenciacién celular.
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