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" LONG AGO IT BECAME EVIDENT THAT THE KEY TO
EVERY BIOLOGICAL PROBLEM MUST FINALLY BE -~
S0UGHT IN THE CtLL, FOR EVERY LIVING DRGA-
NISM IS, OR AT SOMETIME HAS BEEN, A CELL ".

Edmund B. Wilson (1925)

£l presente trabajo se realizd en el labo-
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tad de Ciencias, UNAM., bajo la direccién
de la M. en C. Alejandra Mainero del Paso
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ANTECEDENTES

Una de las principales funclones que desempefia el tejide
sanguineo en los vertebrados es el transporte de oxfigenpo ha--
cia todos los Arganos del cuerpo, haclendo asi{ posible la res
pilracién de cualguier célula. (1) Esta funcidn es llevada a
cabp eficazmente graciass a la presencia de una proteina espe-
c{fica: 1la hemoglobina. CLada molécula de esta proteina estd
formada por cuatro cadenas polipeptidicas o subunidades y par
cuatro moléculas no proteicas denominadas grupos hemo, los -
cuales tienen como componente central un &dtomn de hierro, - -

siendo éste el que liga directamente al oxigeno. (2,3)

La hemoglchina lleva a cabo su funcidn en el interlor de
célules especializadas, lps erltrocitos o gldbules rojos (4),
gue se encuentran libres en la circulacién. Sin embargo, no
es en éstas sino en sus precursores, donde se lleva a cabo la
gaintesis de la hemoglobina a través de una serie de procesos
de diferenciacidn y madurecidn denominados en conjunto eritro
poyesis, la cual comprende distintos estadios celulares, sien
do cada uno de ellps caracteristico morfolégica v bioguimica-
mente. (5)

La eritropoyesis en los mam{feros es especialmente inte-
resante, yva que hacia el final de ella, las células pierden -
su nlcleo y el resto de organelos celulares, dando como resul
tado final eritrocitos canstituidos précticamente de hemoglo-

bina. (6)



£l pfeaente trabajo es un estudio sobre los precursores
eritroldes reconocibles morfoldglcamente, gue se encuentran -
en la médula Gsee de los huesos largos del conejo. Para tal
efecto, hemos empleado un sistema en el gue se le induce al -
animal una anemia crdnica por sangrado, de tal forma que, he-
mos podido cuantificar y caracterizar morfolfBgicamente a di--
chos precursores, tanto en condiciones normales como en condi
ciones de anemia, lo gue nos ha permitido conoccer un poco més

el mecanismo de la eritropoyesis en el conejo.



INTRODUCCION

La importancia de la sangre fue reconccida mucho antes -
de gue se efectusran estudios formales acerca de su circula--
cibn, sus constituyentes vy sus diversas funciones. Seguramen
te el hombre primitivo estaba consciente de su importancia, -
ya gue sabfa que el perderla equivalia a la muerte. De acuer
do con esto, resulta lbgico el que una de las primeras hipétg
8is surgldas se refiera @ la sangre como un transportador de

alguna especie de espiritu de vida. (7)

En el siglo II de nuestra era, el anatomista griego Gale
no, establecid gue la sangre, en sus recorridos a través del
cuerpo, obtenfa su "espiritu vital" al pasar por el corazdon;
en el cerebro era transformado en "espiritu animal", gque po--
~dfa ser transmitido a través de los nervios. (8) En esa épo
ca se suponia gque la sangre se movia hacla adelante y hacia -
atrds, en un movimiento similar al de las mareas, a lo largo
de un sistema de tubos denominados venas y arterias. El con-
cepto de un verdadero sistema circulatorio, en el que la san-
gre se mueve en un circulto completo, no fue propuesto sino -
hasta que William Harvey hube completado su importante traba-
jo en 1628. (10)

En 1658, Swammerdan, estudiando sangre de rana, descri--
bié unos corplsculos rojizos (9); sein embargo, fue A. vanlLeg
wenhoek en 1674 el primern en reconocer a dichos corplsculos
como los responsables del color rojo de la sangre y ademés es

timd su dibdmetro en aproximadamente 10 pm. (10) De esta for



ma se iniciaron los primeros estudlios referentes a la composi
cién del "lfiquido vital", estudios que han proseguido incesan

temente hasta nuestros dias.

COMPOSICION Y FUNCIONES DE LA SANGRE

El tejido sanguf{neo se encuentra formado précticamente -
por dos porciones, una ligquida denominada plasma y otra s6li-
da constituida por distintos tipos de células (1). El plasma
ganguineo constituye alrededor del 55 al 65 % del volumen to-
tal de la sangre; esté formado en un 92 % de agua, en la cual
se encuentran disueltos componentes moleculares, como son: -

protei{nas, l{pidos, carbohidratos, sales, etc.

Por su parte, la porcién celular se encuentra formada -
por: eritrocitos o gldbulos rojos, leucocitos o glébules blan
cos v trombocitos o plaguetas (11), gue en conjunto constitu-
ven del 45 al 35 % restante del volumen total de sangre.

Los eritrocitos son las células mas abundantes, existien
do en promedic 4 800 000/mm* y 5 40O 000/mm?® en la mujer y en
el hombre adultos respectivamente. (4)

Dentro de la poblacidn de leucocltos, existen los llama-
dos leucocitos mononucleares, que incluyen a los linfocitos y
monocitos, vy los leucecitos granulosos, gue pueden ser easiné
filos, basffilos o polimorfonucleares (12). Segdn estudics -
realizados (13), en un milimetro clbico de sangre de humano -

existen en promedio:

Neutré6filos 3 700 células
Linfocitos 2 500 células
Monocitos 400 células
Eosindfilos 150 células
BasfAfilos 30 células



Por Gltimo, los trombocitos o plaguetas, més que células

son fragmentos citoplésmicos derivados de un tipo celular no

circulante denominado wegacariocito, y funcionan bisicamente

en los mecanimos de coagulacidn de la sangre, existiendo alre
dedor de unas 250 000/mm’ . (11,14)

La diversidad de sus componentes le ha dado a la sangre

la capacidad para llevar & cabo una serie de funclones indis-

pensables para la supervivenclia de los seres gue la poseen. -

Entre estas funclones podemos ciltar:

a)

b)

c)

El transporte de oxigeno hacia todos los Organos y teji-
dos del cuerpo por medio de la hemoglobina, proteina oli
gomérica de peso molecular 68 000 gue liga a dicho gas -
(2,3), v que realiza su funcidn en el interior de los -

eritrocitos.

La defensa del organismo contra agentes extrafins a él. -
Para ésto existen dos sistemas independientes pero gque -
interaccionan. El1 "sistema del inmunocito", en el que -
intervienen los linfocitos, consiste en desarrollar wuna
respuesta inmunitaria contra una sustancia extrafia o an-
t{geno. El otro sistema, el "sistema del fagocito", es-
td constitufdo por neutrdfilos, monocitos, eosindfilos vy
basAfilos, células capaces de fagocitar cuerpos extrafios
(12).

Actla como un tejido de comunicacidén entre diferentes ér
ganos, transportando hormonas, metabolitos, metales, nu-
trientes, etec., deade los sitios donde son producidos, -
liberados o absorbidos hasta los Arganos donde serén uti

lizados, almacenados o degradados.



LA HEMATGPOYESIS

lLas células sangquineas gue se encuentran en la circula--
cibn, presentan una caracterfistica particular, son incapaces
de autoreplicarse (a excepcidn de los linfocitos), debido a -
que son células maduras totalmente diferenciasdas, esto es, -
han perdido la facultad de dividirse y originar nuevas célu--
las del mismo tipo. Este hecho, hace necesaria la existencia
de otros tipos celulares denominados células hematopoyéticas,
es decir, células "generadoras" de los diversos tipos celula-~
res presentes en circulacidn (15). Al mismo tiempo, la pro--
duccidn de dichas células se lleva a cabo en centros especia-
lizados, los llamados OBrganos hematopoyéticos. Al conjunto -
de procesos de replicacidn, diferenciacidén y maduracidn que -
pcurren en los drganos hematopoyéticos y que dan por resulta-
do la formacidn de las células sanguineas se le denomina hema

topoyesis.

Sin embargo, no en todos los organismos los centros hema
topoyéticos son los mismos. En los peces, por ejemplo, el ri
fion, el higado, las paredes del tracto digestivo, el corazdn
y frganos genitales son fuentes de produccién de células san-
guineas (16). En los anfibios, el principal Argano hematopo-
vético es el higasdo (3).. En los reptiles es el bazo, aungue
en algunos, como la tortuga v la lagartijs, aparece la médula
fbsea como centro Hematopoyético (16). En aves y en mamiferos,
la médula 6sea, el bazo, los nodulos linféticos y el timo rea
lizan dicha funcidn. (3,15,16).

ONTOGENIA DE LA HEMATOPOYESIS

La actividad hematopoyética de los distintos Grganos, se

inicia antes del necimiento, es decir, existe hematopoyesis -



prenatal. Para hablar sobre ella, nos referiremos de manera
particular a los mam{feros, ya gue esta clase de vertebrados
es la que mayor importancia tlene para nosotros, vy ademés por

gue es en éstos donde se ha estudiado més ampliamente.

El desarrollo de las células sanguineas en la etapa em--
brionaria es similar en todos los mamiferos (16). La matriz
de la cual derivan las células sanguineas es el tejido conec-
tivo embrionario, el mesénquima. En el embridn humano, las -
primeras células sanguineas son formadas en las numerosas is-
las sanguineas del saco vitelino, primer drgano hematopoyéti-
co (17). De acuerdo con Maximow (18), las células de dichas
islas pueden diferenclarse en dos direcciones: las células -
periféricas dan origen a las peredes de los primeros conduc--
tos sanguineos y las células situadas centralmente se convier

ten en las células hematopoyéticas primitivas.

Se propone con base en diversos trabajos que las células
multipotentes de las islas sanguineas del saco vitelino son -
las Gnicas células hematopoyéticas formadas de novo (19). -
Ademés de dar origen a las células sanguineas primitivas, tie
nen la capacidad de autorencovarse, lo gue hace que la pobla-

citn de células hematopoyéticas se mantenga.

Una vez formadas, estas células migran a través de la -
circulacitn hacia los demés drganos hematopoyéticos, desapare
ciendo esa actividad del saco vitelino vy pasandn a higado, -
iniciéndose asi el periodo hepdtico de la hematopoyesis prena
tal (15,20). En mamiferos como los ratones, este periodo ocu
pa alrededor del 80 % de la actividad hematopoyética durante
la gestacidn (15). En los humanos es el Grgano principal del
29 al 60 mes (17). Del 55 al 70 % del total de células hema-
topoyéticas presentes en el hfigado son de la serie eritrolde,

siendo el resto granulocitos y megacariocitos.(15).

Simultaneamente a la hematopoyesis hepAtica, hay hemato-



poyesis en el bazo y en el timo, siendo estos Organos prefe--
rentemente linfopoyétlcos; sin embargo, sus periodcs hemato-
poyéticos son de pocéa duracidn y baja magnitud comparados con
el del higado. (17)

£l periodo final de la hematopoyesis prenatal es el lla-
mado mieloide, que tiene lugar en la médula Osea. Este perig
do se inicia alrededor del guinto mes de gestacidn (17), cuan
do se desarrollan los centros de osificacidn en los modelos -
cartilaginosos de los huesos largos. Durante los tres (Olti--
mos meses de gestacidn, la médula Gsea es, en el humano, el -

principel centro formador de sangre. (15,17)

saco vitelino

Fa
nodylos
linfaticos

NACIMIENTO

FIG. 1 ORGANDS HEMATOPOYETICOS EN EL HUMAND DURANTE
EL DESARROLLO PRENATAL. (17)



En los mamiferos adultos, la actividad hematopoyética se
encuentra locallizads en dos tipos de tejidos, el linfAticeo vy
gl mieloide. El tejido linfatico, en el hombre, se encuentra
constitufdo por los nbdulos linféticos no encapsulados, los -
ganglios linféticos, el bazo vy el timc (21), todos ellos Arga
nos predominantemente linfopoyéticos. Por su parte, el teji-
do mieloide corresponde a la médula Osea, donde se producen -
eritrocitecs, plagquetas, leucocitos granulares y monoclitos, -
también hay formacifn de linfoclitos que postericrmente migran

a los tejidos linfaticos. (16)

La médula bdsea, principal centro hematopoyético de los -
mam{feros adultos, puede clasificarse en dos tipos: 1la médu-

la Gsea roja y la amarilla.

El primer tipo también se conoce como médula activa o mé
dula hematopoyética: estd encargada de la producclbn de las
células sanguineas, su color se debe al contenido de eritroci

tos y sus precursores. (16,21)

La médula amarilla o inactiva est& compuesta por células
adiposas; se le llama inactiva por el hecho de gue no inter-

viene en la produccidn de células de la sangre.

Al nacer, casi la totalidad de la médula Osea de los ma-
m{ferns es roja; conforme la edad del organismoc aumenta, la
médula amarilla se va extendiendo, reduciéndose el espacio de
la médula roja, de tal forma que gueda confinada a los huesos
del esqueleto axial: esterndn, costillas y vertebras y a los

extremos proximales de los huesos larges. (22)

5in embargo, la médula amarilla puede actuar como un es-
pacio de reserva para la expansifn de la médula rojes cuando -
ciertas condiclones del organismo demandan un incremento en -

la produccidén de células sanguineas.
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MODELOS DE LA HEMATOPOYESIS Y SU REGULACION

Después de gue por distintos trabajos, principalmente de
tipo histeidgico, se reconocid a cilertos OGrganos como centros
hematopoyéticos, se hizo fundamental el investigar de qué ma-
nera la células hematopoyéticas daban origen a las células -

sanguineas.

Desde gue se realizaron los primeros estudios al respec-
to durante las primeras décadas del presente siglo (18), sur-
gieron dos ideas principales: la primera propone que todas -
las células sanguiness, eritrocitos, leucocitos v plaguetas -
provienen de un sole tipo celular comdn pluripotente; la se-
gunda propone gue cada tipo de célula sanguinea deriva de un

tipo celular particular.

Aaf, leos estudios subsiguientes se encaminaron a tratar
de seguir el linaje de eritrocitos y leucocltos por medic de
la morfologi{a celular. De esta forma sSe propusc como ances-—-
tro de todas las células sanguineas a una célula grande, con
un citoplasma abundante, @ la gue llamaron hemocitoblasto (21)
5in embargo, los criterios para establecer la caracterizacidn
de dicha célula eran muy variados y poco concluyentes, por lo
que la ildees de encontrar a la célula madre pluripotente por -
medios morfoldglcos fue poco a poco sustitulda por la idea de
encontrar dicha célula de acuerdo a su capaclidad de dar ori--

gen a los distintos tipos celulares sanguineos.

A principlos de los 60's, Till vy McCulloch descubrieron
en la médula fdsea de ratones clerto tipo celular que al ser -
inyectados 3 ratones de la misma especie pero cuyo comparti--
miento hematopoyético habfs sido nullficado previamente por -
irradiacién, tienen la capﬂcidad de formar colonias macroscd-
picas en el bazo de estos (ltimos; estas colonlas estaban -

formadas por célulzs eritroides, granulocf{ticas y megacarioci



11

ticas. De esta forma, se llegd a la conclusidn de ‘que dicho
tipo celular, al gue denominaron Unidad Formadora de Colonias
en el Bazo (CFU-5), es la célula madre hematopoyética pluripo

tente buscada por tanto tiempo.

Se establecid entonces gue las células madre hematopoyé-
ticas deben cumplir con dos funciones principales: 1) Dife--
renclarse en los elementos hémicos maduros y 2) Autorenovarse

para mantener la poblacién de células madre. (24)

Utilizande una técnica de marcaje cromosdmico inducido -
por radiacidn, Becker, McCulloch y Till, demostraron gue cada
colonia formada en el bazo de ratones irradiados provenia de
una sola célula del tipo CFU-~S, es decir, las colonias eran -

en realidad cionas. (25)

Como ya =ze dijo antes, la frecuencia de CFU-5 en bazo vy
médula Gsea de ratones es muy bhaja, en algunos trabajos se --
propone que en toda la médula dsea de un ratdn adulto hay - -
aproximadamente 44 40O CFU-5 y 7 000 en el bazo (15); otros
estiman gue por cada 108 células nucleadas de médula bBsea hay
enntre 6 y 56 CFU-5 (26). Este heche ha sido uno de los més -
fuertes impedimentos para lograr la caracterizaci6n morfolégi
ca de este tipo celular. ODesde su descubrimiento, se han - -
aplicado distintas metodologias, como gradientes de densidad,
(27), para la purificacifn de las CFU-5, sin embargo, los re-
sultados obtenidos hasta la fecha no han sido los deseados. -
Con respecto a su morfologia hay evidancias de que son célu--
las con un aspecto, tamafio v peso similar a lps linfocitos. -
(16)

Los estudios referentes a la composicidon celular de las
colonias formadas por GFU-S5 demostraron la total ausencia de
células linfoides (28), lo gue en un principio cred un gran -
desconcierto, pues el origen de estas células continuaba sien

do una incognita. S5in embargo, en 1977, Abramsom, Miller y -



12

Phillips (29) demostraron la presencia en la médula fsea de -
ratones, de un tipo celular capaz de origimar células linfoi-
des y CFU-S.

Con base en las diversas evidencias presentadas a lo lar
go de casi veinte afios, Quesenberry y Levitt, en 1979 propu--

sieron el siguiente modelo de hematopoyesis (30):

PROGENITORES
LINFOIDES
CFU-M___ ——p» MEGACARIOCITOS —— PLAQUETAS
O
CFU—G_M MONOCITO-MACROFAGO ~—~MONOCITOS
T~ GRANULOCITOS-ALMACEN=>GRANULOCITOS
OO 0O~0~0
CFU-L-M CFU-S
ERC
O+ = CELULAS ERITROIDES ~~~ERITROCITOS
BFU~E CFU-E
L ] L | { il ]
PLURIPOTENTES COMPROMETIDAS DIFERENCIADAS CIRCULANTES

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

CFU-S Unidad Formadora de Colonias en el Bazo

CFU~G-M Unidad Formadora de Colonias Granulocf{ticas y Macrdfagos
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

" FIG. 2: MODELO DE LA HEMATOPOYESIS (30)
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Al mismo tiempo en gque se han ido estableciendo 1las rela
ciones filéticas entre los diversos tipos de células sanguf--
neas y sus precursores hematopoyéticos, se han realizado tra-
bajos con el fin de conocer los mecanismos reguladores de la
hematopoyesis, desde las CFU-L-M y CFU-S hasta los tipos celu
lares circulantes. Dichos mecanismos reguladores inveolucran

bdsicamente tres tipos de interacciones:

a) Interacciones directas célula-célula.
h) Interacciones indirectas célula-célula.
c) Interacciones entre factores séricos y sus

respectivas células blanco.

Estos tipos de interacciones a sy vez se ven influencia-
dos por ciertas condicicnes fisiolfgicas del organismo como -
por ejemplo, los requerimientos de oxigenacibn por parte de -
los tejidos, la invasidn de agentes extrafios al organismo, -~
alteraciones en lps centros hematopoyéticos, pérdides sangul-~

neas, etc.

De mcuerdo a distintos trabajos, las interacclones direc
tas célula-célula ocurren a nivel de los tipos celulares hema
topoyéticos primarios pluripotentes, esto es, entre estas cé-
lulas vy las de su entorno. Es le gue Curry y Trentin han lla-
mado Microambiente Inductivo Hematopoyé&tico (HIM) (31); ellos
demostraron que las células del estroma de la médula fsea y -
de las distintas areas del bazo tienen influencia directa so-
bre las CFU-S5, de tal forma gue determinan el tipo de células
gue se originan a partir de éstas (15). Por otro lado, pare-
ce ser que el tamafio de la poblacidn de CFU-5 es un autoregu-
lador de su propia produccidn. Se ha visto que cuando hay -
una disminucidén en el ndmers de cdélulas circulantes sin alte-
rar los OGrganos hematopoyéticos, las CFU-S primero se diferen
cian vy luego se autorenuevan (24), mientras gue cuando la po-

blacidn de CFU-S se reduce a un 10 % o menos, su actividad de
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diferenciacidn practicamente se anula y tiende solamente a la

autorenovacidn. (32)

Dentro de las interacciones indirectas célula-célula, -
existen dos de particular relevancia. La primera de ellas es
la que involucra al factor hematopoyético denominado "activi-
dad estimuladora de colonias" (CSA), el cual tanto in vive -
como in vitro induce la produccién de monocitos, macréfagos y
de granulocitos (33). 5Se sabe gue los mismos monocitos, ma--
crofagos, linfocitos y célules endoteliales son fuentes pro--
ductoras de CSA (33,34) vy que dicho factor actla a nivel de -
lag CFU-G-M. (30).

La sequnda interaccidn de este tipo es la que ocurre en-
tre los linfocitos T y las células eritroides, se ha encontra
do gue dichos linfpocitos generan ciertos productos gue inter-
vienen en la regulacibdn de la produccién de los progenitores

eritroides.

Por Oltimo, las interacciones entre factores sériceos vy
sus células blanco son particularmente claras en la producciin
de eritrocitosy plaguetas. Con respecto a los primeros, se
sabe gue su produccidn es regulada por un factor humoral el -
cual ha sido denominado eritropoyetina, gque es una glicopro--
teina producida en el rifion (33,35,36). Esta actila sobre -

las ERC y sobre la ponlacibn de normoblastos. (30,33)

Por su parte otro factor humoral denominado trombopoyeti
na ejerce una accidn especifica sobre las CFU-M para inducir

la produccitn de plaquetas.

LA ERITROPOYESIS

Se denomina eritropoyesis al conjunto de proceses biol6-

gicos como la diferenciacidn, proliferacidn, actividades bio-
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gintéticas y maduracifn, gue hacen posible el gue existan en
el torrenté sanguineo las cantidades apropiadas de eritroci--
tos vy hehoglabina, de tal forma gue pueda llevarse a cabo el
transporte adecuado de gases en el organismo (5). La eritro-
povesis es entonces un mecanismo complejo cuyo producto final

es el eritreccito o gldbulo rojo. (5, 10, 11)

El estudio de ests via hematopoyética, tiene sus orige--
nes en el siglo pasado, cuando en 1868 Neumann publicd sus re
sultados en los que dice que los glbbulos rojos humanos se --
originan de células precursoras nucleadas existentes en la mé

dula Hsea.(10)

A partir de ese momento surgieron dos cuestionamientos -
fundamentales: {dgué factores regulan la produccidn de eritro
citos? y 4cbmo son vy cubntos son los precursores eritroides?,
nirguna de estas dos preguntas ha sido respondida totalmente

en la actualidad.

PRECURSORES ERITROIDES

Desde gue fueron descubiertos en la médula dsea del huma
no, en el siglo pasado, les precursores eritroides han sido -
estudiados cada vez mas ampliamente. De esta forma, se han -
llegado s describir cinco estadios anteriores al eritrocito
(5,10,16,17): Pronormoblasto, normobhlasto basgfilo, normo~--
blasto policromatdfilo, normoblasto ortocromitico y reticulo-
cito (algunos autores sustituyen el término normablasto por -
gl de eritroblasto). Sin embargo, estudios llevados a cabo -
en los (ltimos veinte afins, han demaostrado gue la linea eri--
troide se inicia con una poblacién de células més diferencia-
das gue las CFU-5, pero no reconocible comp pronormoblasto. -
(41,42).
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En 1964, Bruce y McCulloch (43) demostraron que las - -
CFU-5 no son sensibles a la eritropoyetine y gue por lo tanto
son una poblacidn distinta y antecesora de las células sensi-

bles a eritropovetina.

.0'Grady y Lewis (44) propusieron gue las células sensi--
bles a eritropoyetina pueden proliferar adn en ausencia de di
cha glicoproteina, sin embargo, requieren de ella para dife--
renciarse en los elemento eritroides reconocibles morFolégicg

mente.

Los trabajos de Axelrad, Mcleod, Shreeve y Heath (45,46)
a mediados de lons 70's demostraron gue la poblacidn que habia
sido llamada de células sensibles @ eritropoyetina estaba for
mada al menos por dos poblaciones: Las células del tipo - -
BFU~-E ( unidad expansiva de colonias eritroides) y las CFU-E
( unidad formadora de colonias eritroides), lograron ademds -
separar ambas poblaciones con base en sus distintas velocida-
des de sedimentacibn. Las BFU-E son células provenientes de
las CFU-5, prohablemente de manera directa. Son células inma
duras gue al dividirse originan o las CFU-E. En el tejido -
eritroide, las BFU-E son més escasas que las LFU-E y ademés -
gon células con mayor velocidad de sedimentacidn que las se--
gundas. Para su desarrollo, las BFU-E requieren mayores con-
centraciones de eritropoyetina gue las CFU-E (45). En condi-
ciones de anemia, la poblacidn de BFU-E no sufre alteraciones
considerables en su tamafio, mientras gue la de CFU-E se incre
menta varias veces (47). Algunus autores piensan gue tanto -
las BFU-E como las CFU-E son los estadios exiremos del compay
timiento sensible a eritropoyetina no reconocible marfolégicg

mente, lo gue implicaria una serie de eatadios intermedios.

A pesar de la caracterizacidn bioguimica y cinética gue
de ambos precursores se ha hecho, su caracterizacibn morfold-
gica no ha sido claramente establecida; DOrliec ha propuesto --

gue son células de 8 a 12 de didmetro con un ndcleo irregu-
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lar y de cromatina dispersa, su citoplasma contiene numerosos

ribosomas libres v poco reticulo endoplésmico rugosa. (40)

Aparentemente las CFU-E son las células que directamente
originan a los precursores eritroides identificables morfold-
gicamente. Estos (Gltimos han sido caracterizados més amplia--
mente en el humano (5,10,11,16,17,55), sin embargo, parece --
ser gque su morfologia es similar en todos los mamiferos estu-
diados. La siguiente descripcidn se basa en los estudios he-

chos en humanos utilizando la tincidn de Wright.

El primero y mas inmaduro de estos estadios es el pronor
moblasto, célula gue aparentemente es incapéz de sutorenovar-
se (L8) ya gue se encuentra "programada" exclusivamente para
la diferenciacidn. Su didmetro es de aproximadamente 20my su
forma es irregularmente ovalada. El nlcleo ocupa aproximada-
mente el B0 % del total de la célula, su posicidn es general-
mente central o cargaeda ligeramente hacia un lado. La croma-
tina es fina con grénulos pequefins presentandn uno o mas nu--
cleoles. Su citoplasma es muy bas6filo. En este estadio no
se detectan aln moléculas de hempglobina en el citoplasma, --
aungue Harrison, et. al. (49) han reportado la scumulacibn de
RNAm como evento preliminar a la sintesis de dichs proteina.
Al dividirse por mitosis, el pronormoblesto origina al normo-

"hlasto basdfilo.

Este segundo estadio tiene un didmetro entre 16 y 18,4.
El ndcleo ocupa tres cuartas partes del &rea total y con tin
cibn de Wright presenta un color violeta rosaceo s diferen---
cia del morado del ndcleo del pronormoblasto. La cromatina =
se arregla en gréanulos gruesos. El1 citoplasma es muy basdfi-
lo, tifiendose de un color azul intenso y con numerosos poli--

ribosomas.

El siguiente estedio es el llamado normoblasto policroma
t4filo, cuyo diédmetro es de 12 a 15M . Es en este estadio --

donde se dispara la sintesis de hemoglohina, la cual se depo-
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sita en el citoplasma confiriendole un color gue va del azul
claro al verde grisaceo. £l nlclen ocupa alrededor de la mi-
tad del érea total y el gensralmente excéntrico. La cromati-
na se encuentra mas condensada gue en los estadios snteriores.
M. Hessis, ha propuestio gue en realidad existen dos estadios

policromatsfilos, siendo el segundo de un didmetro ligeramen-

te menor y con mayor cantidad de hemoglobina gque el primero.

El Gltimo estadio nucleado en la eritropoyesis de mamifg
ros es el normoblasto ortocromdtico, producto de la OGltima di
visifn mitética. Su diémetro varia de 10 a 1@ . El nicleo,
totalmente picndtico (condensado), ocupa alrededor de una - -
cuarta parte del area total v es totalmente excéntrico. Se -
ha visto que este estadio celular ejecuta movimientos ondulan
tes, probablemente como preparacidn a la expulsién del nlcleo.
Precisamente con este evento se produce el nacimiento del re-
ticulocito, el cual sale a la circulacidn a través de sinusoi

des.

Con respecto a la expulsidn del nlcleo, se ha demostrado
que dicho organelo sale completo de la célula, llevandose un
anillo delgado de citoplasma y membrana, sin sufrir ruptura -
alguna (50). Sin embargo, 4gué es lo que determina que el nd
clep sea expulsado?. Algunos autores proponen gue cuando la
acumulacidén de hemoglobira en el citoplasma llega a una con--
centracidn critica, el niicleo debe ser expulsado (37); por --
otro lado, Tevassoli y Crosby (51), concluyen oue el problema
es puramente mecénico, es decir, gue al.intentar pagar a la -
circulacién a través del sinuscide, el citoplasma,que es - -
flexible logra hacerle, pero el ndcleo, més rigido, es inca--
phz de atravesarle, produciendose una ruptura gue origina la
pérdida del nficleo v la salida del reticulocito a la circula-
cién. Ahora bien, existen datos de gue en condiciones de ang
mia hay una salida masiva de normoblastos, policromatdfilos vy

ortocromdticos,a la circulacidn (52), e inclusc de que la ex-
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pulsidn del nlcleo puede ocurrir ahi mismo (53).

£l reticul%sitn, cuyo didmetro es de 10 aproximadamente,
conserva mitocondrias, restos de reticulo endoplésmico, rema-
nentes del aparato de Golgi y polirribosomas, estos Gltimos -
en menor ndmero gue en las células nucleadas (54). Durante -
los estadios nucleados de diferenciacibén, se sintetize entre
el 70 y 80 % del total de hemoglobina presente en el eritroci
to, el resto es sintetizado durante la etapa de reticulocito
(10), lea cual dura alrededor de 48 horas. Paulatinamente el
reticulocito se va deshaciendo de sus organelos y estructuras
citoplédsmicas, algunas de las cuales son degradadas, mientras
que organelos como las mitocondrias son exocitados en vesicu-
las (567}.

Asi llegamos al estadio final, el eritrocito, carente to

talmente de organelos y ribosomas y constituido intracelular-
mente practicamente por hemoglobina. Su diémetro es de 7.5 a
8.3uy su volimen es de 83»’. Su vida promedio en el humano
es de 120 dias; a medide que envejece, su superficie membra
nal va sufriendo alteraciones gque provocan que al pasar por -
érgancs como el bazo sean reconocidos por macrdfagos los cua-

les los atrapan y destruyen. (3,4,10,11,17)

:__,,()- Pronormoblasto
CFUL gFU‘S n. baséfilo
= ] , 72 hrs.
@ n. policromatdfilo
mgggéa L 1. ortocromdtico
T T T e Eilrculacion@® reticulocito
=) , 48 hrs.
& eritrocito
2 | 120 dias

FIG. 3: MODELO DE LA ERITROPOYESIS (10,40)
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Al mismo tiempo gque se van presentando cambios morfolégi
gos durante la eritropoyesis, ocurren cambios a nivel bioqui-
mico, algunos de los cuales estédn resumidos en el siguiente -
cuadro de acuero a : Lowy, et. al. (57), Denton y Arnstein -
(58) y Nufiez, et. al. (67):

Receptores
HEMOGLO para

DN A RN A BINA ~ transfe
S{ntesis Contenido S{ntesis Contenido Contenido rrina
Pronormoblasto + + + + - +
N. Baséfilo + + + + s +
N. Policromatdéfilo % + + + + +
N. Ortocromitico - + ¥ + + +
Reticulocito - - - + + +
Eritrocito - - - - . + -

LA ERITROPOYETINA Y SU MECANISMO DE ACCION

En 1906, Carnot y Deflandre sugirieron que la oxigena- -
cidn de la sangre regula la produccidn de células rojas a tra
vés de un factor intermediario (35). E1 estudio de este fac-
tor prosiguid y en 1948, Bonsdorff y Jalavisto lo llamaron -
factor de estimulacidn eritropoyético o eritropoyetina (37).
En 1953, Erslev publicd resultados concluyentes sobre la pre-
sencia de un factor humoral estimulador de la sctividad eri-
tropoyética, cuya concentracidn en el plasma de conejos anémi

cos es mayor que en el plasma de conejos normales (35).

Actualmente sabemos que dicho factor, la eritropoyetina,
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es una glicoproteina gue cuntigne un 33 % de carbohidratos -
(38), siendo fundamental para su actividad bielégica el &cido
si&lico. Su peso molecular ha sido calculado entre 27 000 vy
70 000. Su copeficiente de sedimentacién es de 58 y su movili
dad electroforética corresponde a la regién de las o4-globuli-
nas (15,36,37). Se sabe que el drgano que principalmente la
produce es el rifdén (35). En 1966, Alexanian (39) demostrd -
gque la eritropoyetina no solo estd presente sn sujetos anémi-
cos, sino también en normales, en menor concentracidn, esto -

es, es un regulador constante de la actividad eritropoyética.

En 1973, Gordon et.al., propusieron gue en la circula- -
cifn existe un factor eritropoyético no activo o precursor de
la eritropoyetina, el cual es convertido en eritropoyetina ac
tiva por otro factor denominade eritrogenina, gue es produci-

do en el rifidn bejo condiciones de hipoxia (40).

De cualguier forma, aungue en la actualidad no se conoce
con exactitud el mecanismo de produccibén de la eritropoyeti--

na, es indiscutible su participacidn en la eritropoyesis.

Una vez analizados brevemente los precursores eritroides
enfocaremns nuestra atencidn a la manera como actda la eritro
poyetina sobre cada uno.de elles. Este problema no ha sido -
resuelto plenamente, sin embargo, hay diversos trabajos que -

contribuyen a su mejor comprensidn.

Como se dijo anteriormente, las células del tipo BFU-E,
requieren mayores concentraciones de eritropoyetina para su
desarrollo que las CFU-E (45), lo cual sparentemente se debe
a que en su superficie membranal tienen menor ndmero de recep
tores para dicha proteina, lo gque las hace menos sensibles. -
(47). En cuanto a las CFU-E, la eritropoyetina parece regu--
lar su capacidad proliferativa y de autorenovacidn ya gue se

ha demostrado que su tamafioc poblacional asi como el nidmero de



22

colonias en desarrollo son dependientes de la concentracidn -
de ella (40,45,47); de tal forma que a mayores concentracio-
nes, el ndmero de pronormoblaestos producidos se incrementa -
(59).

Se ha propuestoc que tanto en éstas células como en los -
precursores morfoldgicamente reconocibles, la accibén de la -

eritropoyetina, involucra los siguientes eventos: (60)

a) Interaccidn de la eritropuyetina con receptores espe

cificos en la membrana.

b) Activacidn de un factor citoplésmico gue transfiera

el mensaje hacia el genoma.

En 1969, Pavlov (61), demostrd gue la sintesis de mRNA,-
tRNA y rRNA en los precursores eritroides se incrementa en -
condiciones de alta concentracidn de eritropoyetina, esto po-
dria explicar el aumento en la velocidad de diferenciacién vy
maduracibn de cade estadio en condiciones de anemia (37,40, -

4L8,60), lo que ocasiona que sus pericdos de vida se reduzcan.

También se ha demostrado que la eritropoyetina tiene - -
efecto sobre la incorporacidn de hierro en las células eri- -

troides, provocando un incremento en la sintesis de hemo (62).

Por Oltimo, es importante hacer notar gque sungque diver--
sos trabajos han demostrado gue la eritropoyetina no es el -
dnico factor regulador de la eritropoyesis (como ejemplo ref. -
72) , 1las ewvidencias actuales parecen concluir gue es el de =~

mayor relevancia.
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OBJETIVO

- En la actualidad, la composicién y fisiologia de la san-
gre son aspectos gque, en términos generales, se tienen bhien -
caracterizados y cuyas aplicaciones médicas han sido fundamen
tales. Sin embargo, el crigen de este tejido todavia encie--
rra una gran cantidad de incognitas para el hombre, debido a
gque son numernsos, variados y complejos los factores y meca--

nismos gque estén involucrados en su produccidn.

En el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad -
de Ciencias, UNAM, se realizan diversos estudios sobre los me
canismos de formacidén de la sangre y de manera particular so-
bre las vias metabAlicas del hierrc (Fe) para su incorporacih
en la biosintesis de la hemoglobina. Para tales estudios se
ha desarrollado un sistema 1in vivo en conejo, en el cual, -
ge le induce al animal una anemia cronica por sangrado, de -
tal forma gue el mecanismo de eritropoyesis se amplifica (63,
64). AdeméAs, se ha demostrado gue la mAxima respuesta de es-
te mecanismo se alcanza cuando se extraen diariamente de 9 a
12 ml de sangre por kg de peso del animal (65). Esto facili-
ta enormemente el accesc al estudio y comprensidn de los pro-
cesos bioquimicos y celulares gue occurren a lo largo de dicho

mecanismo.

Como respuesta del organismo al estimulo del sangrado, -
ge observan en la circulacidn un aumento en el ndmero y por--
centaje de reticulocitos, y cuande la respussta es maxima, se
observa ademés un incremento en el diémetro y volumen celular

de reticulocitos y eritrocitos (macrocitosis). Estos cambios
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observados en la sangre, deben tener su origen en el sistema
hematopoyético del conejo, por lo que se hace absolutamente -

indispensable el estudio de dicho sistema.

El presente trabajo tiene el propdsito de estudiar cuali
tativa vy cuantitativamente a los precursores eritroides pre--
sentes en la médula Gsea de los huesos largos del conejo y su

relacidn con las demAs poblaciones celulares ahi presentes, -

buscando asi comprender a este nivel los procesos de forma-

cién de la sangre.

Los precursores eritroides serdn sujetos a un andlisis

morfoldgico y cinético detallado a lo largo del periodeo de
anemia, para tratar de entender un poco mAs profundamente el
origen de los cambios que se gbservan en la circulacibén en -

cuanto a tamafio v produccidn de las células rojas.



25

MATERIALES Y METODQS

a) CARACTERISTICAS DE LOS CONEJOS

Para todos los experimentos se utilizaron conejos Nueva
Zelanda blancos, cuyas edades fluctuaban entre los 10 y 15 me
ses, v cuyos pesos eran de 3.3 a 3.9 kg; eran pues, conejos -
de pesos y edades correspondientes a la etapa adulta. Fueron
alimentados ad libitum con purina, zanahorias y lechuga. To-
dos ellos fueron criadecs en el bioterio de la Facultad de - -

Ciencias, UNAM,

b) INDUCCION DE LA ANEMIA

Los conejos fueraon sangrados diariamente por puncibn car
diaca. El volumen de sangre a extraer se determind de acuer-
do al peso corporal del animal, removiéndose en todos los ex-
perimentos nueve mililitros diarios por kg de peso. Dos pard
metros hematoldgicos, hematocrito y hemoglobina, se cuantifi-
caron durante la induccidn de la anemia solamente como indicg

dores del proceso.

c) EXTRACCION DE LA MEDULA DSEA

S5e sacrificO a cada cenejo desnucéndolo, después de lo -
cual se extrajeron los fémures, tibias y hdmeros. Cada hueso
fué abierto con pinzas por ambos extremos, de tal forma que -
por uno de ellos se introdujo una jeringa gue contenia solu--
clbn salina G-BSA (55G-BSA) (ver apéndice 1), y por el otro -

extremo salia la mezcls de médula HGsea y solucidn.
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Dicha mezcla fué vertida en un vaso de precipitado de -
400 m1l., el cuzl se encontraba en un recipiente con bielo. -
La médula de tecdos los huesos fué colocada en el mismo vaso.-

La extracci6n fué hecha lo mAs répidamente poaible.

d) PROCESAMIENTO DE LA MEDULA 0OSEA

Inmediatamente después de extraida, la médula 6sea sus--
pendida en 5S5G-85A, fué filtrada a través de cuatro capas de
gasa para eliminar restos de tejido graso, mdsculo y fragmen-
tos de hueso. Luego se centrifugd a 1 200 rpm durante 10 min
a 6°C, en una centrifuga Beckman Model TJ-6. Al terminar, -
los sobrenadantes se descartaron y los paguetes celulares se
resuspendieron en 55G-BSA junténdose todos ellos en un tubo -
de Kolmer, manteniéndose siempre en frio. Posteriormente la
muestra fué centrifugada durante 10 win. a 1 200 rpm en una -
centrifuga clinica Adams-Dynac con cabezal de columpie CT-1350
a temperatura ambiente. El sobrenadante fué descartado y el
pagquete celular resuspendido una vez mas en S55G-BSA. Este -
procedimientec se repitid dos veces mas, al final de los cua--
les se midid con exactitud el volumen total de la muestra re-
guspendida. Después de éato se efectud el conteo de células-

y por dltimo se hicieron frétis.

e) CONTED DE CELULAS OBTENIDAS

La cantidad total de células obtenidas en la extraccidn
de médula 6Gsea se determind en un contador electrdnico Haema-
Count MK-25., Se tomaron 20 p1 de muestra que fueron diluidos
en 16 ml de Isotdn (ver apéndice 2), haciéndose una dilucidn
1:800. De ésta, se tomaron a su vez 100l y se llevaron a un
volumen de 191, lo gue representd una dilucibn 1:80000. Fué

esta Gltima la gue sirvid para determinar el ndmero total de
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células obtenidas, el cual es expresado por el contador como:

namero de células x 10°/mm’.

Posteriormente dicho nGmero se multiplicd por mil para -
obtener la relacifin: ndmero de células x 10%/ml, y finalmen-
te se multiplicd este (Gltimo por el volumen total y asi cono-

cer el nimero total de células extraidas.

f) PREPARACION DE LOS FROTIS

Los frotis fueron hechos en cubredbjetos de 22 x 22 mm -
de tamafic (63); en uno de ellos, sostenido solo por les hor-
des, se depositd uhna gota de la muestra de médula bsea con pi
peta Pasteur. Otro cubreobjetos fué colocado sobre el prime-
ro de tal forma gue gquedaron cruzados y con las puntas libres
distribuyéndose la muestra entre ambos. Rapidamente se sepa-
raron los cubrepbjetos comn un movimiento de deslizamiento ho-
rizontal. Los frotis se dejaron secar a temperatura ambien--
te.

g) TINCION DE LOS FROTIS

Una vez secos, los frotis se tifiieron usando colorante -
de Wright (Merck), el cual se prepard de la siguiente manera:
0.24 g de colorante se disolvieron en 100 ml. de metanol - -
(Merck). La solucifn se dejd reposar durante 5 dias, después
de los cuales se filtrd (63), posteriormente se hizo una dilu
cién 1:2 con metanol (17) y guedd liste para su uso. El colog
rante es una mezcla de azul de metileno gque se calienta en -
una solucidn de bicarbonato de sodio vy eosina. El azul tife
los componentes celulares Acidos, come el ndcleo y el RNA ci-
toplésmico; por su parte la eosina, gue es roja, tifie los -

componentes celulares bésicos. Algunas estructuras se tifen
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con ambos componentes, adquiriendo un color rojo violeta.

Cada frotis se cubrid completiamente com el colorente du-
rante 2 minutos y al cabo de éste tiempo se diluyb con agua -
destilada sin tirar el colorante; asi permanecid otros 7 mi-
nutos, luego se lavd con abundante agua de la llave. Se dejé
secar a temperatura ambiente y por Gltimo se montd en un por-

taob jetos sobre una gota de aceite de inmersidn (Merck).

h) CONTEO DIFERENCIAL

lLos frotis se observaron en un microscopio de contraste
de fases SPENCER (American Optical Corporation), usando el ob
jetivo de inmersibdn (100x). Se utilizd un teclado Clay-Adams

de B8 teclas, conténdose alrededor de 1 200 células por conejo

i) MEDICION DEL DIAMETRO CELULAR

Se hizo en un fotomicroscopio II Carl Zeiss, empleando -
el objetivo de inmersidn (100x), y un ocular con rejilla gra-

duada.

e
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RESULTADOS

Trabajos anteriores llevados a cabo en este laboratorio
(63,65) han demostrado gque al inducir una anemia crbnica por
sangrado diario en el conejo, ocurren una serie de cambios en
la circulacibén que involucran tanto a la produccién de célu--
las como a la sintesis de hemoglobina. Al mismo tiempo, se -
ha demostrado gue la respuesta méxima del sistema eritrcpoyé-
tico al estimule del sangrado se alcanza cuando son removidos
diariamente de 9 a 12 ml de sangre por kg de peso corporal -
del animal (65). Algunos de estos resultados estén resumidos
en la figura &4, en donde se observa gue al iniciar el proceso
(dia 0), todos los valores hematoldgicos corresponden a los -
reportados para conejos sanos. A partir del primer dia de -
sangrado ocurre un descenso muy marcado en cuanto a hematocri
to, ndmero de células rojas y cantidad de hemoglobina en la -
circulacién. Al mismo tiempo el nimero de reticulocitos en -
la sangre comienza a incrementarse, lo gue indica que el meca
nismo de eritropoyesis se estéd amplificando como respuesta al

estimulo del sangrado.

Entre los dias 4 vy 6 los tres primeros parametros llegan
a sus valores méas bajos, mientras gue el nimero de reticuloci
tos sigue incrementéndose. En los siguientes dias, los paré-
metros gue habian descendido presentan una recuperacifn hasta
alcanzar, alrededor del dia 11 un nuevo equilibrio. Por su -
parte, el nlmero de reticulocitos, que se habia venido incre-
mentando durante todo el proceso, alcanza sus valores maximos
entre los dias 9 y 11, a partir de los nuales, se mantiene -

también en equilibrio.

Fsta nueva etapa de equilibrio alcanzada alrededor del -
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die 11 del proceso implica gue el mecanismo de eritropoyesis
se ha amplificado al mdximo, de tal forma que diariamente se
estén produciendo el mismo ndmero de células rojas gue son re

movidas de la circulacidn por el sangrado diario.
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FIG. 4: CAMBIOS EN ALGUNOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS DEL CONEJO DU-
RANTE UN PROCESO DE ANEMIA INDUCIDA POR SANGRADO. (63,64,65)
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De acuerdo a lo anterior, decidimos llevar a cabo los ex
perimentos para el estudio de la médula Osea en dias que fue-
ran representativos de cada una de las etapas gue se presen--

tan durante la induccidn de la anemia:

a) Dia 0. Dia inicial de sangrado, en el cual todos los -
parametros hemstoldgicos corresponden a los valores nor-

males.

b) Dia 4. Etapa critica, en la gue los parémetros alcan--
zan sus valores mAs bajos. E1 mecanismo de eritrcpoye--
sis se ha comenzado a amplificar (ver nimero de reticuloci-

tos en la Figura 4).

c) Dia 8. Etapa de recuperacifn. La produccién de célu--

las rojas estd muy incrementada.

d) Diag 12 y 14. Etapa de eguilibrio. La produccidn de -

células aparentemente ha llegado a un maximo.

Para cada dia se hicieron dos experimentos, exceptusndo

en el dia 8, en que se higieron tres.

Como ya se menciond en materiales y métodos, los huesos
empleados fueron fémures, tibiés y hidmeros, en primer lugar,-
porgque se gabe gue son los huesos largos los gue responden -
mis eficazmente en la produccibn de células a estimulos como
la hipoxia (17); en segundo lugar, porque son estos huesos -
los que permiten obtener el mayor nimero posible de cé&lulas -
en cada extraccién de médula Gsea; en tercer lugar, porgue de
bido a su tamafio v localizacidn son féciles de extraer del -

gnimal.

Para que la extraccidn de médula Osea fuera siempre lo -
mas homogénea posible, la metodologia seguida fué siempre la

misma, tratando gue cada hueso guedara totalmente limpio en -

R
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su parte interna, '
Para llevar a cabo el conteo diferencial de médula Osesa,
las células fueron clasificadas de acuerdo a su morfologia, -

en los siguientes tipos:

- Granulocitos: Incluyen bas6filos, eosindfilos, segmen

tados y las formas inmaduras de cada uno de éstos.

- Mononucleares: comprenden linfocitos vy sus precurso--
res, monocitos, células plasméticas, blastos mononu- -
cleares y células no identificables pero de aspecto se

me jantes a las anteriores.

- Normoblastos: Células reconocibles, de acuerdo a lo -
reportado (5,10,11,16,17,55) como precursores eritroi-

des nucleados.

- Reticulocitos y eritrocitos: Células rojas no nuclea-

das.

Ahore bien, como ya sabamos, los eritrocitos son células
presentes solamente en la circulacidn, no son células de la -
médula Hsea; por su parte los reticulocitos tampoco son con-
sideradns como células de la médula dsea, debido a gque se ha
postulado gue se originan durante el paso a través de los si-
nusoides de la médule Gsea hacia la circulacidn, o bien, que
se forman en la médula e inmediatamente salen a la sangre. -
Por lo tanto, ambos tipos celulares no son considerados en es
te trabajo como poblaciones de la médula 6sea, atribuyéndose
su presencia a la irrigacidn sanguinea del tejido hematuané-
tico.
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I- £57TUDIO DE LAS CELULAS DE MEDULA OSEA

Aunque nuestro interés principal durante la realizacidn
de este trabajo se centrd en los precursores eritroides reco-
nocibles morfolfBgicamente, fué indispensable contestar a tres
preguntas fundamentales gue tenian gran relevancia en el estu

dio de la eritripoyesis de conejo:

¢/ Es reproducible el nimero de células extraidas de la médu
la 6sea de los huesos largos del conejo en cada uno de los ex
perimentos 7
.

¢{ Dicho nimero tiene alguna relacidn con respecto al dia de

’

sangrado en gue se hizo la extraccion ?

Y por (Gltimo, ¢ Qué ocurre con las otras poblaciones celula

res de la médula Osea durante el periodo de anemia ?

Empezaremos describiendo los resultados que dan respues-
ta a las prequntas anteriores y posteriormente centraremos -

nuestra atencidn en los precursares eritroides.

En cada uno de los experimentos realizados se cuantificd
el nimero total de células obtenidas en la extraccibn de la -
médula 6sea. Los resultados obtenidos demuestran gque dicho -
nimero fué incrementdndose conforme el periocdo de anemia fué

transcurriendo.

Comp se puede ver en la tabla 1 vy en la figura 5, el in-
cremento fué peguefio durante los primeros dias de sangrado; -
alrededor del dia &4 la cinética de estas células adquirid una
pendiente més pronunciada hasta el dia 12 en el gue el nimero
total de células deja de incrementarse, siendo précticamente
el mismo que para el dia 14, 1o gue implica gue se ha llegado
g un nuevo equilibrio. 51 consideramos el ndmero inicial, a-
proximadamente 24 x 10% células y el namero en el equilibrio,
alrededor de 79 x 10° , puede notarse que el ndmero total de
células obtenidas es poco mis de tres veces mayor en el equi-

librio.
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Ahora bien, tomando en cuenta que en todos los experimen
tos la metodologia empleada para la extraccidn y procesamien-
to de las células fué la misma y gue los conejos utilizados -
fueron todos de edad, peso y tamafio semejantes, parece razong

ble concluir que el incremento observado es real.

Dentro de las células obtenides en la extraccitn, encon-
tramos reticulocitos y eritrocitos, célplas propias de la cir
culacidn sanguinea, y que como ya se menciond con anteriori--
dad no han sido consideradas como parte de la poblacidn de mé
dula 6sea, por lo tanto fué necesario realizar conteos dife--
renciales a través del microscopio, para evitar tomarlas en -

cuenta en los estudios posteriores.

En la figura 5 se observa una cinética més o menos para-
lela entre el ndmern de células totales y el nlmero de célu--
las de médula OGsea. Durante todo el proceso, el nimero de cé
lulas de médula &sea representd entre el 70 y 80% del total -
obtenido; lo anterior indica gue el incremento antes menciona

do se debe a las células de médula Gsea.

NQ de Células. (x10°9

Dia de Sangrado 0 4 8 12 14
CELULAS " | N " ;
TOTALES 24,25 * 0,7134.85 * 0.1}54.26 X 11.6178.00 T 6,0} 79.20
CELULAS DE " N Cn
MEDULA OSEA 16.75 + 3.1 ‘27.QD r3.1144.40 £ 11.1158.00 £ 3.6] 60.03
TABLA 1: NGmero de células (x10®) obtenidas en la extraccién

de la médula dsea de los huesos largos del conejo duran

te un proceso de anemia inducida por sangrado.
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Hasta agqui hemos considerado a las células de la médula
&sea como una sola poblacién, sin embargo, sabemos gue en rea
lidad existen varias poblaciones celulares, por lo gue la si-
guiente meta fué seguir a cada una por separado durante el pro
ceso de anemia, ochbteniendo asi su comportamiento individual.
Las poblaciones se clasificaron como ya se menciond, an grany
locitos, normoblastos y mononucleares. El estudio se hizo --
pnf medio de conteos diferenciales, considerando como 100% al

total de células de médula Osea.

En el dia 0, esto es, en conejos normales, la poblacidn
de granuleccitos representd alrededor del 58% del total, las -
mononucleares el 24% y los normoblastos el 18%. Estos porcen
tajes son gemejantes a los observados en humanos, en donde se
ha reportado para granulocitos entre el 55 y 61%, para normo-
blastos, alrededor del 21% y para mononucleares del 20 al 23%
(68).

Conforme avanza la anemia, la poblacidn de granulocitos
disminuye en porcentaje en forma constante hasta el dia 12, -
en el gue llega a un equilibrio, representando ahora solamen-
te el 31%. La poblacidn de mononucleares, por su parte, in--
crementa ligeraments su porcentaje los primeros 4 dias, sin -
embargo, desciende posteriormente hasta alrededor de un 12%.-
Por Gltimo, la de normoblastos a diferencia de las otras dos,
incrementa continuamente su porcentaje. Al principioc su in--
cremento es lento, pero a partir del dias 4 se hace més marca
do hasta el dia 12 en gue alcanza un nuevo estado de egquili--
brio, representando ahora alrededor del 55% del total. Los -
resultados anteriores se encuentran en detalle en la tabla 2

y figura 6.

Ahora bien, conociendo el porcentaje relativo de cada po
blacién y el nOimero total de células de médula Gsem, pudimos
cuentificar a cada una de ellas a lo largo de la anemia, lo -

gue nos permitid obtener datos més significatives y gque nos -
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proporcionaran mayor informacidn, sobre dichas poblaciones.

PORCENTAJE

Dia de Sangrado 0 4 8 12 14
GRANULOCITOS | 57.95 + 1.8] 49.30 £ 2.4 | 42,48 £ 4,3] 31.78 £ 3.2 30.50% 1.5
MDNUNUELEQREﬂ 26,42 T 341 27.43 ¥ 3.8)16.16 * 3.1] 10.60 £ 1.6 14.86%2.7

1+

NORMOBLASTOS | 17.50 % 1.5} 23.22 £ 1.4 { 41.38

7.3]57.60 ¥ 1.6} 54.68%1.2

TABLA 2: Porcentaje relativo de cada una de las poblaciones ce-
lulares de la médula Osea de los huesos largos del conejo

durante un periodo de anemia inducida por sangrado.

En el dia 0, los granulocitos son los mAs numerosos - -
(9.6 x 1Uacélulaa), le siguen las mononucleares (4 x 108 cé1u-

las) y por Oltimo los normoblastos (3 x 10%).

Los granulocitos incrementaron suvnﬁmeru durante los pri
meros dias del proceso de una forma més o menos constante, -
llegando a un nuevo equilibrio alrededor del dia 8, en el gue
alcanza un nGmero aproximado de 19 x 10° células lo que repre-

senta un aumento de poco mas del 100 %.

Por su parte, la poblacidn de mononucleares mostrd tam--
bién un ligero incremento durante los primeros & dias del san
grado, sin embargo, debido a las desviacidn estandar obteni--
das no podemos asegurar gue dicho incremento sea significati-
vo, lo que si1 podemos decir es gue existe una tendencia en es
ta poblacidon a aumentar ligeramente durante los primeros 4 --
dias, a partir de los cuales se mantiene en un nuevo equili--

brio.

Por (ltimo los normoblastos, gque empezaron siendo los =~
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menos numerosos, son los que logran el mayor incremento. En
los primeros dias su aumento es lento, sin embargo en el dia
4 su produccion se incrementa de tal forma que llega en el -
dia 8 a un valor de 18 x 1Decélulas, y en el dia 12 de 33 x 10°
células, siendo este Gltimo su valor méximo en el gue se man-

tienen; su incremento total es de poco mas de 10 veces (ta-
bla 3, fig. 7)

De hecho, el aumento en el nimero total de células de mé
dula fsea entre los dias 8 y 12, se debe solamente a la pobla

cibén eritroide, puesto gue las otras dos se encuentran ya en
equilibrio (figs. 6 y 7).

ND DE CELULAS (x10%)

Dia de
sangrado 0 4 8 12 14

GRANULOCITOS |9.64 t 1.5 113.43 £ 0.9) 19.04 X 5.9} 18.55 £ 3.0} 19.20

MONONUCLEARES | 4.19 £ 1.3 }7.63 * 1.9] 7.20 £ 2.2| 6.08 * 0.6 7.28

NORMOBLASTOS | 2.89 £ 0.3 ] 6.31 £ 0.3} 17.88 % 3.7]33.32 £ 1.1 | 33.50

TABLA 3: Cuantificacidn de cada una de las poblaciones celula
res de la médula Gsea de los huesos largos del conejo

durante un periocdo de anemia inducida por sangrado.

v e
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I1- ESTUDID DE LAS CELULAS ERITROIDES.

Aungue el estudio de las células eritroides lo iniciamos
ya con los resultados anteriores, en elleos hemos considerado
a los normoblastos como una sola poblacibén, lo gque, si hien -
es necesario, no nos permite conocer mas a fondo el mecanismo
eritropoyético, puesto que las células eritroides comprenden
estadics de diferenciacion fque se van sucediendo, teniendo ca
da uno de ellos caracteristicas particulsres, por lo gue para
este estudio hemos decidido considerarlos como poblaciones se

paradas.

Comenzaremns por describir la caracterizacidn morfoldgi-
ca que de ellos se hizo a lo largo del periodo de anemia. Co
mo se menciond con anterioridad, este andlisis fue hecho a ni

vel de microscopia Bptica v empleando la tincidn de Wright.

Loa estadios gque se ldentificaron y caracterizaron en es
te trabajo son los gue se han estudiado ampliamente sobre to-
do en el humano. En orden creciente de maduracidn dichos es-
tadios son: pronormoblasto, normoblasto basA6filo, normoblas-
to policromatdfilo y normoblasto ortocromdtico. Nos referire
mos en primer lugar a la caracterizacidn hecha en conejos nor

males, sacrificados en el dia 0.

a) Pronormoblasto. Es una célula grande précticameg
te circular, cuyo didmetro es de 16 a 17m . Su cito
plasma es de color azul, ocupando entre el 30 y el -
4t0% de la superficie total de la célula. £1 nlcleo

es circular, con pogicidn mas o menos central, repre
sentando entre el 60 y el 70% del &res celular. La

cromatina es granulosa con algunas porciones mas cla

ras gue otras; su color es morado claro.

b) Normoblasto basdfilo. Esta célula es también cir
cular, pero de menor didmetro (15p ). Su citoplasma

eg de color azul intenso, siendo un poco més abundan
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te gue en el pronormoblasto. €1 nificleo es excéntri
co y circular. La cromatina presenta una granula--

cidn fina y es de color rosado.

c) Normoblasto policromatofilo. Esta es la célula -
. L4 »
gue mayor variedad morfologica presenta, su forma es
circular, sin embargo, su didmetro varia de 11 a -
13.2p . El citoplasma, de color azul claro o grisé-
ceo, ocupa alrededor del 60% del &rea total. El nl-
cleo es circular, excéntrico y més compacto que en -
los estadios anteriores. La cromatina presenta gré-

nulos grandes y es de color morado.

d)Normoblasto ortocromético. Es la célula de menor
tamafio (9.6 ). Su forma es ovalada; el citoplasma
es muy abundante vy de color grisédseo. E1 nlcleo es

circular, totalmente excéntrice y muy compacto.

Imhgenes representativas de los estadios anteriores se

presentan en la figura 8.

La caracterizacidn hecha en este estudio demuestra que-
la morfologia de las células eritroides del conejo es précti
camente igual a la del humano, sin embargo, el didmetro de es
tas Gltimas es mayor en cada estadio. Al hacer la caracteri-
zacidn morfolbdgica de los precursores a lo largo de la anemia
observamos un incremento en el didmetro celular de los cuatro

estadios (tabla &4, fig. 9).

El incremento observado en el diémetro de estas celulas,
fue més marcado en la poblacidn de pronormohblastos, en los -
que de hecho es estadisticamente significativo. Con respecto
a las otras tres poblaciones, aunque no podemos asegurar que
dicho incremento es significativo debido a las desviaciones -
esténdar, podemos ver que existe la tendencia hacia el aumen-
to en el didmetro. Posiblemente ampliando el tamafio de la --

muestra en estudio podriamos ohtener resultados més concluyen
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DIAMETRO (p)

Dia de
Sangrado 0 b 8 12
1 PrONDRMO . . N N
BLASTD—'(PN) 6.50 x'0.5118.,98 =t 2.0) 21.2* 1.1120.78 £ 1.8 {18.8
N'Begm"}- mE)| 16.98 F 0.5117.18 * 2.0| 16.98% 1.8 | 16.80 * 1.4 |15.8
N.POLICRO + N N + b
MATDFILD"{NP) 12.08 % 1.2 112.60 £ 0.9] 13.132 1.4 1 13.08 £ 1.9 |13.0 ¥ 4
N.ORTOCRO + + : + ‘
MAT ICO —(NO) 9.67% 0.5 11.13 ¢t 1.1] 11.3721.3111.62 + 1.1 111.2
TABLA &4 : Diédmetro (enr*) de las células eritroides recono-

cibles morfolégicamente, presentes en la médula dsea
de los huesos largos del conejo a lo largo de una -

anemia inducida por sangrado.
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tes -

De los resultadns anteriores se desprenden dos hechos --
gue me parecen interesantes. En prismsr lugar, el incremento
en el didmetro celular de los precurscores eritroides nuclea--
dos implicaria también un aumento ern =1 tamafio de las células
no nucleadas, esto es, reticulocitos + eritrocitos, lo cual -
se ha demostrado yva en trabajos anteriores (65). En segundo
lugar, el gue los pronormoblastos incrementen su didmetro en
forma marcada y aparentemente inmedisz:sa, nos estaria diciendo
que el estimulo del sangrado es reciitido desde, por lu menos
una poblacidn anterior, no identificzole morfolbgicamente y -

gue da origen @ los pronormoblastos modificados.

Una vez caracterizados los precursores eritroides, éstos
fueron sujetos a un anélisis cinético durante el periodo de -
anemia, con el fin de conocer el comportamiento de cada uno -

de los estadios.

Primero hablaremos sobre el porcentaje relativo de cada
poblacibn, el cual se obtuvo por medio de conteos diferencia-

les, considerando al total de normoolastos como el 100%.

En el dia 0, los n. policromatéfilos, representaran alre
dedor del 63%, los ortocromiticos el 25%, los basbfilos el 9%
y los pronormoblastos el 3%. De estos resultados surge una -
pregunta interesante: ¢ Por qué si los normoblastos urtucromé
ticos son el estadio final de diferenciacidn dentro de la se-
rie de normohlastos y se llega a elles a través de divisiones
mitdticas no son los més abundantes en la médula Osea?; exis-
ten dos hechos gue en conjunto podrian dar respuesta a esta -
pregunta. Algunos autores como Lessin y Bessis (10) proponen
que los n. policromatdfilos incluyen més de un estadio de di-
ferenciacidn, lo gue ellos llaman n. policromatdfileo temprana
y tardio, cuyas diferencias morfolégicas no son muy considera

bles, siendo dificil separarlas en diferentes poblaciones, --
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aungue en realidad lo saon. Por otro lado, estos mismos auto-
res y Erslev (48) sugieren que una vez formado el n. ortocro-
matico, su paso a reticulocito es sumamente répido, puesto --
gque no ocurre ya ninguna divisidn celular, sino solo la expul
sidn del nicleo, proceso que aparentemente lleva menos tiempo

y requiere menor preparacion por parte de la célula.

Ahora bien, comparando los resultados de este trabajo en
conejos no anémicos con los reportados por otros sutores por
estudios hechos en humanos normales, encontramos las siguien-

tes relaciones:

ESTE 05G00D AND  BERMAN et.al. GLASER,et.al.

TRABAJD SEAMAN (69) (70) (71)
Pronormoblastos 3.5% 1.8% 3% 2.2%
N.Basbdfilos 8.9% 17.8% 10% 7.L% B
N.Policromatofilos| 63.7% 53.6% 85% 78.6%
N.Ortocromaticos 2L.8% 26 ,8% 1% 11.8%
TABLA 5: Comparacion entre los porcentajes relatives obte-

nidos en este trabajo de cada una de las poblaciones eri--
troides presentes en la médula Gsea del conejo normal v -

los reportados por otros autores para humanos normales.
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Al obtener el porcentaje de cada estadio a lo largo de -
la anemia, encontramos que éstos se mantuvieron practicamente
constantes (tabla 6, fig. 10), lo que implica que el incremen
to total de la poblacidn de normoblastos durante todo el pro-
ceso, es dado por un incremento paralelo de cada uno de los -

estadios.

PORCENTAJE

Dia de

Sangrado ] A 8 12 14
PRONORMO + . + + -
BLASTO 3.5 T 1.2 4.6 T 3.6 2.27 104} 2.39 2 0.7 2.91 0.5
N.BASOFT 8.85 £ 1.7 6.7 F2.5]13.22 0.9} 11.26 t 0.9]10.97 * 1.3

Lo
N.POLICRD |62.76 * 3.9 [61.6 11 | 60.51 * 2.7 [ 58.10 * 2.1 |59.00 + 2.1
MATOFILO
N.GRTOCRO | 24.80 % 3.4 127.0 % 5 | 23,98 £2.7(28.32 2.3 |27.14 * 3.0
MATICO
TABLA 6: Porcentaje relativo de los estadios eritroides

presentes en la médula Gsea de los huesos largos del
cone jo durante un proceso de anemia inducida por san

grado.

La relacidn cuantitativa de cada estadio, se observa en
la tabla 7 y fig. 11. Los pronormoblastos mostraron el incre
mento menns marcado de los cuatro estadios, aumentando su nd-
mero 8 veces desde el dia 0 al equilibrioc. Las otras tres pa
blaciones iniciaron su incremento de una forma lenta hasta el
dia &4, en el gue su ndmero se disparb. Los N. hasdfilos in--
crementaron su poblacidn alrededor de 16 veces, los policroma
t6filos lo hicieron cerca de 11 veces y los ortocrométicos -
unas 12 veces. Esto nos da un incremento de 11 veces en la -

poblacidn total eritroide (fig. 7)



Ly

NO DE CELULAS (xm'%

Dia de

Sangrado 0 b 8 12 b
PRONORMO . N o+ . 5
RONORD 0.0 $0.0 0.28%0.2 0.39%0.1 0.79%:0.2  0.82
N'Bﬁgﬂq 0.26 + 0.0 0.41 % 0.1 2.3 £0.6 3.75 0.6 4.1
N.POLICRO . .. N . .
MOLEY 82 £0.3 3.93 £0.9 10.78 2.2 19.36 ¥ 1.4 20,47
N.ORTOCRO N N N R

Dol 070 £ 0.0 1.69 £ 0.2 4351 1.2 9.41%0.4 8.0

TABLA 7; Cuantificacidn de cada una de las poblacio-
nes eritroides reconocibles morfologicamente presen-
tes en la médula Osea de los huesos largos del conejo

durante un procesc de anemia inducida por sangrado.

La cinética gue muestran las células eritroides a lo lar
go del proceso, vista de una forma integral, muestra una co--
rrelacién interesante al compararla con la cinética gque si- -
guen los reticulocitos en la circulacidn (fig. 4) obtenida -
en trabajos anteriores. En ésta se ve gue durante los prime-
ros cuatro dias de sangrado el incremento en el ndmero de re-
ticulocitos en circulacidn es pequefio, aumentando en forma -
significativa a partir del dia & hasta el dia 11, en el gue -
llegan a un nuevo equilibrio. En las figuras 7 y 11 se obser
va que la poblacidn eritroide responde al sangrado lentamente
en un principio v gue es alrededor del dia 4 en el que se ace
lera su produccidn, correspondiendo este hecho a la etapa de
mayor incremento en el nOmero de reticulocitos en circulacidn

El equilibrio observado en sangre es entonces reflejo del - -
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equilibrio alcanzado en la produccidn de células eritroides -

en la médula Asea.

ITI ESTUDIO MDRFOLOGIGCO DE LOS RETICULOCITOS

Al realizar la caracterizacidn morfoldgica de las célu--
las eritroides nucleadas (normoblastos) a lo largo de la ane-
mia, observamos un incremento del diémetro celular en los cua
tro estadio. Este hecho, nos llevo a estudiar morfoldgicamen
te a los reticulocitos presentes en las preparaciones de médu

la 6Gsea.

Debido a gue los reticulocites presentan una morfologia
relativamente simple, fijamos nuestra atencidn a su diémetro
celular, encontrando gue, como los precursores nucleados, mos
traron un incremento considerable en &1 durante el proceso de
anemia (tabla 8). Va para el dia 4 su diémentro habia aumen-
tado 2 vy précticamente es en este dia en el gue llegan al -

equilibrio.

DIAMETRD (ﬁ)
Dia de
Sangrado 0 b 8 12 14

RETICULOCITOS | 8.09 * 0.8 |10.2 * 0.9 |10.61 * 1.3 }10.57 + 1.7 {10.69 + 1.8

TABLA 8: Diémetro de los reticulocitos encontrados en la médula Asea
de los huesos largos del conejo durante un proceso de anemia
inducida por sangrado.

Como se puede ver en la tabla 8, el didmetro celular de
los reticulocitos fué siempre ligeramente menor al de los N.-

ortocromiticos, lo cual era de esperarse considerando el mode
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lo clésico de la eritropoyesis (fig. 3). 5in embargo, a par-
tir del dia &4 encontramos ciertos reticulocitos cuyo tamafio -
era extremadamente grande, a los gue llamampos megareticuloci-
tos. Decidimos entonces considerarles como una poblacidén in-
dependiente y estudiar sus caracteristicas, las cuales se pue
den resumir en dos: son células cuyc diédmetro promedic es -
13.2 £ 0.67m y gue tifien, con colorante de Wright, de manera
més pdlida gue los reticulocitos normzles. E1 didmetro que -
presentan implica que son células mds grandes gue los N. orto
cromdticos y de tamafio comparable a los N. policromatéfilos.

Al considerarlos como parte de 1z poblacién de los reti-
culocitos normales, encontramos gue en el dia 4 representan -
entre el 5 y 6% del total; en el dia &, el 14.3%; en el dia -
12, el 146.6% v en el dia 14 el 16%. ¥

dia 0 no se encontraron. Esta nueva pobhlacion celular sugie-

se menciond gue en el

o

re una serie de preguntas que por el momento no podemos con--
testar. ‘4Por gué se producen bajo condiciones de anemia? é&De
qué tipo celular provienen? &Qué funcifn pueden tener? En la
figura 12 se muestran imégenes representativas de este tipo

celular.
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1. Pronormoblasto 5. N. Ortocromdtico
2. N. Basifilo 6. N. Ortocromdtice - -
3.4. N. Policromat6filo expulsando el nlcleo
FIG. 8 Estadios reconocibles morfoldgicamente

dentro de la secuencia eritropoyética del
conejo.
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FIG.

12 A: Megareticulocito junto a tres nor-
moblastos.
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FIG. 12 B: Reticulocitos de la médula Gsea de
los huesos largos de conejo anémico

1. Megareticulocito
2. Reticulocito
3. Normohlasto
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DISCUSION

Antes de iniciar propiamente la discusidn de los resulta
dos del presente trabajo, guisiera replantear muy brevemente

el panorama general gque llevd a la realizacidn de éste.

La hematopoyesis es un conjunto de procesos complejos vy
finamente regulados, gue mantienen la produccidn constante de
los distintos tipos de células sanguineas. Dentro de ella, -
existe una linea particular a través de la cual tienen su ori
gen los eritrocitos o glbbulns rojos, la llamada eritropoye--
sis, gue aungue ha sido objeto de amplios y diversos estudios,
encierra aln bastantes interrogantes. Estudios hechos ante--
riormente en este laboratorio, han demostrado gue al inducir
una anemia crbnica por sangrado diario en el conejo, el meca-
nismo de eritropoyesis se amplifica, presenténdose la maxima
respuesta cuando el volumen de sangre extralido es de 9 a 12 -
ml diarios por Kg de peso. Bajo estas condiciones, se obser-

van dos hechos particulares:

a) Un aumento en la produccidn de cédlulas rojas, de tal
forma que llega a producirse diariamente el mismo ndmero de -
células que es removido de la circulacidn por el sangrado dia

rio y por el sistema reticuloendotelial.

b) Un aumento en el tamafio de las células rojas circulan

tes (macrocitosis).

Buscando dar respuesta a estos fenbmenos, emprendimos el
estudio de los precursores eritroides de la médula Gsea del -
cone jo, durante un periodo de anemia inducido experimentalmen

te.
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Durante dicho proceso observamos que a medida gue éste -
avanzaba, el nimero de cé@lulas gue eran extraidas de la médu-
la O6sea de los huesos largos del animael se incrementd hasta -
llegar a un nuevo equilibriscs. Lo anterior implica que la mé-
dula 6sea roja de los huesos largos del conejo se "agrandd" -
comp respuesta al sangrado, esto es, el espacio destinado s -

la formacién de células sanguineas se incrementa.

En 1936, Sabin (73) postuld la existencia de tres meca--
nismos posibles en el organismo adulto para incrementar el es
pacio destinado a la produccidn de células sanguineas: el -
primero consiste en la remocidn de grasa de la médula dsea en
forma de gotas que sales al torrente sanguineo, de tal manera
que el espacio que deja la grasa (médula Osea amarilla) es -
ocupado por la médula Osea roja. El segundo es un adelgaza--
miento del hueso, lo cual agranda la cavidad medular, y el ﬁi
timo es el uso de zonas fuera de 1a médula Gsea, esto es, una
hematopoyesis extramedular. Los resultados obtenidos en este
trabajo apoyan la idea de gue es alguno de los dos primeros -
mecanismos, o incluso ambos, los que actlan durante la induc-
cidn de la anemia en el conejo. Sin embargo, lo anterior no
descarta la posibilidad de que durante este proceso se presen
te una hematopoyesis extramedular, es decir, que las células
del tejido hematopoyético mieloide migren y colonicen Adrganos

como el higado, el bszo vy otros centros linféticos.

Los porcentajes relativos de las tres poblaciones celu--
lares presentes en la médula dsea de los huesos largos,obteni
dos en este trabajo muestran una gran similitud con los repor
tados para el humano (68). E1 hecho de que més de 50 % del -
total de células de la méduls 6sea (en condiciones normales)
sean granulocitos plantea una pregunta importante: ¢ si las
células blancas son sproximadamente el 0.1 % del total de cé-
lulas en circulacidn y de ellas el 60 % son granulocitos, por

qué en la médula Osea este tipo celular representa més del -
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50 % y los normoblastos solo alrededor del 20 % ?. Aparente-
mente la respuesta radica en el hecho de gue el tiempo de ma-
duracidn de los granulocitos es alrededor de nueve dias y  su
vida promedio en circulacidn es de aproximadamente 24 horas o
tal vez menos; también parece ser gue existe en la médula un
alrmacén de ellos, lo que no ocurre con las células de la 1i--
nea roja, las cuales ademds, tienen una vida en circulacibn -
(eritrocitos) de aproximadamente 60 dias en el conejo y 120 -

dias en el humano.

Como respuesta al estimulo del sangrado diario, las tres
poblaciones de la médula Asea incrementaron su ndmerao. Evi--
dentemente la anemia inducida experimentalmente no afectd a -
las tres poblaciones de igual forma. La poblacidn de células
mononucleares fué aparentemente la menos afectada (fFigura 7),
presentando un ligero incremento (menos de una vez) y alcan--

zando su nuevo equilibrio alrededor del dia &.

La poblacibdn de granulocitos tuvo un mayor incremento -
(alrededor del 100%) vy llegd al equilibrio en el dia 8, lo -
gue implica gue el sangrado afectd a dichs poblacién mds que
a las células mononucleares, lo anterior guarda relacidn con
los ndmeros reportados para cada una de estas poblaciones en
la circulacién en sujetos normales. Aparte de estos resulta-
dos, realmente es poco lo gque podemos concluir sobre el com--
portamiento de estas dos poblaciones durante la anemlia, pues-
to gque no fueron analizadas de manera detallada vy por su com-

plejidad deben ser objeto de un estudio aparte.

Definitivamente la poblacibén eritroide fué la gque més se
vifhi afectada durante 21 proceso de anemia. Su nlmero se in--
crementd once veces alcanzando el nuevo equilibrio alrededor
del dia 12. Debemos considerar lo anterior como ldgico si -

tomamos en cuenta que el nlimero de células rojas en circula--
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cidén es el 99.9% del total de células de la sangre.

El equilibrio gue muestran los normoblastos desde el dia
12, corresponde con el reportado por Valdés-Ldpez (63) y Mar-
tinez-Medellin, et. al. (65) para las células rojas en circu-
lacidn, gquienes encuentran gue dicho equilibrio es alcanzado
alrededor del dia 11.

Con respecto al incremento de la poblacifn eritroide sUr
gen dos cuestionamientos: en primer lugar, ¢ por qué la pro-
duccidn de células rojas presenta un aumento de cinco a seis
veces en la circulacién si en la médula 6sea de los huesos -
largos el aumento es de 11 veces 7, y en segundo lugar, ¢ el
equilibrio alcanzado alrededor del dia 12 es debido a que el
compartimiento eritroide ha llegado a su méxima respuesta, o
bien, es debido a gue ya no hay més espacio disponible en el
interior de los huesos para la expansidn de la médula Gsea ro
ja.

La primera ohservacidn implicaria gue no todos los hue--
snos del animal responden de la misma forma, esto es, que en -
los huesos del esqueleto axial el incremento en la eritropoye
sis es mucho menor gue en los huesos largos, dando como rege--
puesta total del organismo el aumento de cinco a seis veces =~
pbservado en sangre. Seria interesante el realizar estudios
posteriores semejantes a éste pero considerando a cada hueso
por separado.

Con respecto a la segunda pregunta, me parece gue los rg
sultados obtenidos en este trabajo no dan elementos suficien-
tes para contestarla, por lo gue habré gue esperar la realiza
cién de futuros estudios encaminados a responderla.

Las caracteristicas mormoldgicas de las células eritroi-
des del conejo vy los porcentajes relativos de cada uno de sus
estadios, mostraron gran similitud con lo reportado para huma
nos, siendo entonces muy probable gue en ambas especies el =

sistema eritropoyéticoc funcione de manera semejante, por lo -
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gque todos los estudios encaminados a conocer mas profundamen-
te este sistema experimental, pudieran tener, gran relevancia
en un futuro en el campo de la medicina.

El analisis morfologiceo y cinftico de las células eri--
troides sugiere gue el estimulo del sangrado fue recibido des
de alguna(s) poblacidn(es) precursors{s) de los pronormoblas-
tos pero que no es recocible morfoldgicamente. Lo anterior -
se basa en los sigulientes hechos: Los pronormoblastos son cé
lulas incapaces de autorrenovarse (42), estando totalmente -
programadas para la diferenciacidn, por lo gue el aumento en
su nlmero no puede deberse a uwna mayor autorreplicacidn, sino
a un incremento en el namero de las células gue les dan ori--
gen. Ademds, el sumento en su diémetro también debe ser re--
sultado de modificaciones que ocurren a nivel de sus precurso
res. Por otro lado, diversas evidencias postulan gue las -
BFU-E vy las CFU-E, precursores de los pronormoblastos, son cé
lulas de aspecto linfoide gue se encuentran en la médula Gses,
por lo tanto, estos tipos deben estar presentes dentro de la
poblacidn de células que denominamos como mononucleares, las
que mostraron un ligero incremento durante los primeros dias,
alcanzando su valor méximo alrededor del dia 4, mismo dia en
gue la poblacidn de normoblastos incrementa considerablemen-

te su produccidn.

Por otro lado, el hecho en gue los cuatro estadios de -
diferenciacidon eritroide se presente una marcada tendencia al
aumento en el diametro pudiera explicar el origen de la macro
citosis ohservada en sangre. Sobre esto Oltimo, algunos autag
res postulan gue la macrocitosis producida en condicicrnes de
anemia es resultado de un "salto" en la secuencia eritropoyé-
tica, esto es, que el normoblasto policromatdfilo expulsa -
directamente el ndcleo vy se convierte en un macroreticulocito
(37), sin embargo, esto implicaria que el ndmero vy porcentaje

de los normoblastos ortocromdticos disminuyera considerable--
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mente durante la anemia, y como puede verse en las figuras 10
y 11, su porcentaje se mantiene constante y su nimero aumenta.
Otros trabajos (40), establecen gue la macrocitosis eritroide
se ohserva adn en formas inmaduras, lo que concuerda con fiues
tros resultados.

La aparicitn de formas megalohléasticas (megaloreticuloci
tos), plantea una serie de interrogantes, mencionadas ya con
anterioridad, a las gue no se puede dar respuesta en este tra
bajo, sin embargo, podriamos dejar abliertas dos posibilidades:
Ocurre efectivamente un "salto" en la secuencia eritropoyéti-
ca, pero que no vemos; o0 bien, provienen de un tipo celular -
distinto, activado sélo en condiciones patolbgicas.

Con base en resultadpns aportados por la bibliografia y -
los obtenidos en este trabajo, propongo a continuacidn un mo-
delo gue trata de explicar el mecanismo de eritropoyesis en -
el conejo, bajo condiciones de anemia inducida experimental--
mente:

LLa remocidn diaria de sangre provoca gue se incrementen
las concentraciones de ciertos facteres séricos involucrados
en la eritropoyesis, especificamente la eritropoyetina (35)

y la transferrina (64), esta (ltima es la proteina gue trans-
porta hierro a las células de la linea roja para la sintesis

de hemoglobina (74). Ambos actlan a nivel de las células eri
troides de la médulsz 6Gsea; la eritropoyetina promueve un in--
cremento en la capacidad proliferativa y de autorremovacibn -
de células como las BFU-E y CFU-E, vy actua también a nivel de
los precursores eritroides reconocibles morfolbgicamente, ace
lerando su maduracidn y diferenciacidén. Por su parte, la ---
transferrina actla bisicamente sobre éstos (Gltimos acelerando
el suministro de hierro. De esta forma, el nimero de normo--
blastos y de sus precursnres no identificables morfolégicameﬂ
te aumenta; sin embargo, dicho aumento es lento en un princi-

pio, por lo gue no se puede impedir gque el nlmerc de células



rojas en la circulacidn disminuya durante los primeros

del sangrado (65). Alrededor del dia &4, las BFU-E y la
alganzan su maximo aumento y los normoblastos disparan

ducecidn, lo que se ve reflejado en lz sangre con una et
recuperacidn gque se inicia aslrededor del dia 5. En tod
proceso, la produccidn de células roizs sigue la misma
cia que en condiciones normales, perc ahora se encuentr
acelerada y las células que se forman son de mayor tama
producto de alteraciones sufridas a nivel de BFU-E y/o
Entre los dias 10 v 12 de sangrado, lz poblacifn de nor
tos alcanza su maAximo incremento y pETrManece en una nue
pa de equilibrio, lo gue se observa en sangre a partir
dia 11. Ahora bien,no en todos los huesos del animal 1
puesta es la misma, son los huesos largos 1os gue muest
una actividad eritropoyética més alta (17), incrementén
la poblacidn de normoblastos poco més de 10 veces. Los
sos del esgueleto axial problablemente responden en muc
nor proporcidn de tal forma gue el incremento total del

ma eritropoyético es alrededor de 5 veces.

Evidentemente hay muchos aspectos gque este modelo,
demés simple, no explica, como es el caso de la aparici
los megaloreticulocitos, sin embargo, el modelo propues
resultado del trabasjo realizado y éste no es més que el
tio de una serie de estudios encaminados a conocer de m
profundo los factores bioguimicos y celulares involucra
la produccidn de la sangre, trabajande a nivel de la mé
sea. Serd necesario en un futuro, la purificacidn de 1
lulas eritroides; el esstudiar de manera independiente &
unp de los huesos del animal durante la anemia; el inve
si existe o no hematopoyesis extramedular; buscar a lasg
las madre hematopoyéticas; emplear elementos radiocactiy
mo el Fe, gue permitan obtener informacidn sobre vias m

licas en la médula Osea; en fin, estamos abriendo apens
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de las muchas puertas gue aln permanecen cerradas dentro del

estudio de la formacidn de la sangre.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, -
en el que empleamos como sistema experimental al conejo, pode

mos concluir lo siguiente:

- Como respuesta al sangrado diario se incrementa la pro--
duccién de células sanguineas en la médula dsea de los huesos
largos del animal, siendo la poblacibén de normoblastos la que
responde en forma mas marcada; aumenta su ndmero alrede--
dor de 11 veces, alcénzanda un nuevo eqguilibrio aproximadamen
te en el dia 12 de sangrado, en el gue representa un 55% del

total de células de la médula feea.

- Aungue la poblacidn total de normoblastos incrementd su
ndmero en forma considerable, cada una de las subpoblaciones
eritroides mantuvo practicamente constanie su porcentaje relg
tivo, lo gque indica gue no existen saltos en la secuencia eri

tropoyética en condiciones de anemia.

- Durante el proceso de anemia, todos los estadios eritroi
des mostraron una marcada tendencia a incrementar su didmetro,
hecho que podria explicar la macrocitosis observada en las cé

lulas rojas circulantes.

- El1 incremento en el nimero y en el diametro celular de -
los pronormoblastos, implicaria que el estimulo del sangrado
es recibido desde, por lo menos, una poblacidn anterior no -

identificable morfoldgicamente.
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- A partir del dia 4 de sangrado encontramos un tipo celu-
lar de gran tamafio, al que llamamos megareticulocito. Su apa

ricidn plentea una nueva serie de interrogantes.



APENDICE

1) Solucidn salina G-BSA (1000 ml)

a) Solucidn salina G-10x (100 ml)

NaCl A g
KC1l 0.4 g
Na, HPO, 0.154g
Mg504 -7H, O 0.154g
Glucesa 1. 10g
KH, PO, 0.15g

Rjustar a pH=7 y aforar a 100 ml.
b) BSA 0.5% en solucién salina fisiolégica.
c) 100 ml BSA 0.5%

90 ml Solucibn salina G-10x

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

2) Isotbn (1000 ml).

NaCl 7.9g

EDTA 0.38 g
KC1 0.40 g
NaH, PQ, 0.19 g
Na, HP O, 1.95 g



10.

11.

12.

13.
4.

15.

16.

67

BIBLIOGRAFIA

Leeson; Leeson. (1977) Histologia. 3a. ed. Ed. Interame-

. r 4 -
ricana. México

Perutz, M.F. (1978) Sci Am Dec. 239 (6): 92

Mac Clean N. (1979) Hemoglobina. Ed. Omega Barcelona Es-
pafa.

Hillman, R.; Finch, 0. (1974). Red Cell Manual. 4th. ed.
F.A. Davis Company.

Rifkind, R et.al. (1974) En Red Blood Cell.I. 2nd. Ed. -
Academic Press Inc. USA

Beutler, E; Srivastava, 5. (1972) En "Hematnlogy" Wi- -
lliams, J. et.al. McGraw--Hill Company. N.Y. p.9%4

Asimov, I. (1972) Introduceidn 2 la Ciencia. Ed. Plaza -
and Janes. Espafia

Greene, J. (1965) 100 grandes cientificos. 1a. ed. Ed.-
Diana. México, D.F.

Yoshikawa, H. and Rapoport, S. (1974) Cellular and Molecu
lar Biology of Erythrocytes. University Park Press.Tokio

Lessin, L.; Bessis, M. (1972) En"Hematology". Williams J.
et.al. Mc.Graw-Hill Company. N.Y. p. 62

Gordon A. (1976). Fisiologia de las células sanguineas.
C.E.C.5.A, México

Boggs, D.; Winkelstein, A. (1975) UWhite Cell Manual.
3rd. ed. F. A. Davis Company.

Orfanakis, et. al. (1970) Am. J. Clin. Path. 53:647

Harker, L. (1974) Hemostasis Manual. 2nd. E£d. F.A. Davis
Company.

Metcalf, D; Moore, M. (1971) Hzemopoietic cells. North-
Holland Publishing Company. Amsterdam.

Krause, W.; Cutts, J.H. (1981) Concise text of Histology
Williams and Wilkins. Baltimore, U.5.A. p.92




17.

18.
19.
20,
21.

22.

23.
2L,
25.

26.
27.
28.
29.
30.

31.
32.
33.

34,
35.
36.
37.

38.

39,
40.
L1,
L2.
L3.

68

Wintrobe, M. (1962) Clinical Hematology. Lea and Febiger
S5th. ed. Fhiladelphia.

Maximow. (1924). Physiol. Rev. &(4): 533
Moore, M; Metcalf, D. (1970) Brit. J. Hasmat 18:279
Nessi, Bozzini (1979). J. Embryol. exp. Morph 52:13

Ham. A. (1975) Tratado de Histologia. Ed. Interamericana
México. p. 279

Van Dyke, D. et.al.; (1972) tn "Hematology" Williams, J.-
et.al. McGraw-Hill Co. N.Y. p.37

Mc.Culloch, E; Till,3. (1962). Rad. Res. 16:822
Lewis, J.; Trobaugh, F. (1964) Nature. 204 (4958):589

Becker, A.; McCulloch,E.; Till, J.E. (1963) Nature. 197
{(L866):452

Boggs, D. et.al. (1982). J. Clin Invest. 70:242
Turner, R. et.al. (1967) J. Cell. Physiol. 69:73
Fowler. A. et.al. (1967) J. Cell. Physiol. 69:65
Abramson, s.et.al. (1977) J. Exp. Med. 145:1567

Quesenberry, M.D.; Levitt, L. (1979) N. Etngl. J. Med. -
301(14):755

Curry, J.et.al. (1967) J. Exp. Med. 125:703"
Chervenick, P.; Boggs, D. (1971). Blood 37(5):568

Quesenberry, M.D.: Levitt, L. (1979). N. Engl. J. Med.
301(15):819

Cline, M.; Golde,D. (1979) Nature 277:177
Erslev, M. (1953) Blood
Jacobson, et.al. (1957) Nature 179:633

Harris,Jd. and Kellermeyer, R (1970) The Red Cell Harvard
University Press U.S5.A.

Sheeler,P. and Bianchi, D. (1980) Cell Bioliogy. John -
Miley and Sons. ussa

Allexanian, R (1966) Blood 28 1344

Paul J. (1376) Br. Med. Bull. 32(3):277

Schooley, J. (1966) J. Cell Physiol. 68:24L9

0'Grady, L.et.al. (1968) J. Lab. Clin. Med. 71(4):693
Bruce, W.; McCulloch, E. (1964). Blood. 23(2):216




Lb,

L7.

La.

LS.
50.
51.
52.

53.
54.
55.
56.
57.

58.
59.
60.
61.

62.
63.

64 .

65.

66 .

67.

69

0' Grady, L.; Lewis, Jd. (1970) J. Lab. Clin. Med.
76 (3): 445

Mc Leod, Shreeve and Axelrad. (1974) Blood 44:517

Heath, Axelrad, Mc teod and Shreeve. (1976) Blood.
47 (5): 777

Nienhuis and Benz. (1977) N. Engl. J. Med.
297(26):1318

Erslev, A. (1972) en Hematology. Williams, J. et. al.
MecGraw-Hill Co. N.Y. U.S5.A.

Harrison, P.{1974a) J. Cell. Bipol. 63:402
Skutelsky and Danan (1967) J. Cell.Biol. 33:625
Tavassoli and Crosby (1973) Science 179:912

Mainero del Paso, A. (1982) Tesis de Maestria. Fac. de

Quimica.

Simpson and Kling (1967) J. Cell. Biol. 35:237
Rifkind, Danon and Marks (1964) J. Cell. Biol. 22:599
Sandoz.(1952) Atlas of Hematology

Simpson and Kling (1968) J. Cell. Biol. 36:103

Lowy, B. et. al. (1972) en Hematology. Williams J. etial.
Mc Grow- Hill Co. N. V. p. 100

Denton, M.J. and Arnstein, H. (1973) 8Brit. J. Haemat.
2427

Chui, et. al. (1971) J. Cell. Biol. 51:585

Peschle,C. (1980) Ann. Rev. Med. 31:303

Pavlov, A. (1969) BBA 195:156

Glass, J. et. al. (1975) J. Cell. Biol. £65:298

Valdés-Lapez V. (1977) Tesis Profesional Fac. de Ciencias
UNAM,

Pulido, G. (1982) Tesis Profesional Fac. de Ciencias UNAM
Martinez- Medellin, J. et. al. (1982) en Biochemistry and

Physiology of Iron. Paul S5altman and Jack Hegenauer eds
Elsevier North Holand Inc.

Williams W. J. (1972) en Hematology. Williams W. J. et.
al. Mc Grow-Hill Co. N.Y.

Nufiez, M. et. al. (1977) Brit. J. of Haemat. 36:519




68.

69.
70.
71.

72.
73.
4.

70

Craddock, C. (1972) en Hematology. Williams A, J. et.
al. Mc Grow- Hill Co. N.Y.p. 607

Osgood and Seaman (1944) Physiol. Rev. 24:46

Berman, et. al. (1949) Blood 4:511

Williams, J. (1972) en Hematology. Williams J. et. al.
Mg Grow- Hill Co. N. Y. p. 23

Bonanow-Tzedaki et. al. (1881) 10:267

Sabin, F. R. et. al. (1936) J. Exp. Med. 64:97
Egyed,A. (1982) en The Biochemistry and Physiology of

Iron. Paul Saltman and Jack Hegenauer eds. Elsevier-
North Holland, Inc. p. 103



	Portada
	Índice General
	Antecedentes 
	Introducción
	Objetivo
	Materiales y Métodos


	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía



