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INTRODUCCTION.

Si todas las diferentes poblaciones celulares en el-
organismo humano se renovaran continuamente, los drganos ten--
drian funciones normales y su huésped viviria por siempre. Si
bien, este estado podria producir dificultades, también por --
otra parte resolveria muchos problemas biolégicos que ocurren-
como consecuencia de la falta de renovacién de ciertas pobla--

ciones celulares.

No obstante, la gran mayoria de los tejidos del cuer
po mantienen su estructura y funcidn a lo largo de la vida del
individuo y lo hacen debido a la produccidén de cé&lulas en --
aquel tejido que necesita reemplazar las pérdidas por senectud
o0 lesi6én. En los tejidos de rdpido recambio como son la san --
gre y el epitelio de varios sitios en particular, la produc --
cién celular es verdaderamente maravillosa, por ejemplo: en --
un hombre de 70 Kg., son producidos aproximadamente 2 x 1011--
eritrocitos nuevos cada- dia y la produccién es detenida solo--
por la muerte del individuo y no por fallas de la hematopoye--

sis.

Las células sanguineas: eritrocitos, neutr6filos,---



linfocitos, monocitos, eosinéfilos, bas6filos y plaquetas se--

estdn perdiendo constantemente y asi para mantener la homeosta

sis, ca&a sistema debe tener la capacidad de auto-renovacidn.-
, e ¢

Como en todos los sistemas de renovacién de células de mamife-

ros, la proliferacién se lleva a cabo mediante divisidn celu--

lar. Asi en estos sistemas, renovacibn involucra divisidn de--

células inmaduras seguida de diferenciacidn (maduracidn).

Esto,implica la existencia de una fuente desde la --
cual se mantiene la produccién de "stems", que significa: célu
las cepa, troncular, madre, mesenquimatosa, estaminal y célu--
la tronco. Unicamente células engendran células y por lo tan--
to, el origen de &stas, en tejidos renovados, completamente di
ferenciados, deben ser copiadas de las c&lulas tronculares de-

ese tejido.

Una cé&lula troncular se puede definir como aquélla -
de la cual 1la progenie (células hijas) de la divisién celular-
son células idénticas en apariencia y potencial al de la-célu-
la troncular que le di6 origen. Un sistema de cé&lulas troncu--
lares deben renovar compartimientos de cé&lulas maduras que ya-
no se dividen y que tambi&n deben ser capaces de diferenciar--
se. Asi, las caracteristicas requeridas de la cé&lula troncular

hematopoyética son auto-renovacidén y diferenciaci6n.

La produccién de células hematopoyéticas en adultos-



normales se limita a la mé&dula &sea y al sistema linfdtico. La
médula 6sea activa en hematopoyesis se encuentra en: vértebras,
costillas, esterndn, p&lvis, escdpulas, cridneo y los extremos-
proximales del hGmero y fémur. La cavidad medular de los hue -
sos restantes estd llena de grasa., En los recién nacidos y en-
los nifios la hematopoyesis activa se lleva a cabo ademids de --
los huesos mencionados, en las porciones distales de las extre
midades. Por estudios de autopsia, se ha calculado que el peso
aproximado del tejido medular en adultos es de 3.4 a 5.9% del-

pesos corporal, o sea, 1600 a 3700 g.
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II.- 0OBJETIVO.

Dentro del estudio de la Hematologia, se encuentra -
el tema denominado "Citogénesis Sanguinea'", que significa pro-
duccidn u origen de las células de la sangre de acuerdo a las-

siguientes raices griegas y latinas:

"cito" (griega): cavidad o celda. v

"celda" o "cellula" (latina):célula.

"génesis": origen, produccidn.

"sanguiinis": Humor que circula por los vasos del --
cuerpo de animales vertebrados que se-
compone de una parte liquida y una s6-
lida, constituida por corpfisculos de -
tres clases: eritrocitos, leucocitos y

plaquetas.

Sobre dicho tema esti basado el presente trabajo y -
su objetivo principal es el de contribuir a la explicacidén ted

rica de los conocimientos que hasta la fecha se tienen.
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III.- EL CICLO DE LA CELULA

En el hombre y en los animales los tejidos y 6rganos
se desarrollan, crecen, diferencian, funcionan y continGan in-

tegrados mediante la divisién celular organizada.

El desarrollo de métodos precisos que permiten el es
tudio de los detalles de duplicacibn celular in vivo comenz6 -
en 1950, cuando Doniach y Pele (1), introdujeron la auto-radio
grafia como .un instrumento bioldgico. Mds tarde Howard y Pele-
(2), usando fésforo radioactivo (§2P), aplicaron la técnica --
del precursor marcado, combinada con auto-radiografia para la-

investigacién de la cinética de divisién celular.

El ciclo celular es un término usado para describir-
el intervalo entre una mitosis y la siguiente en una o ambas -

células hijas.

Howard y Pele, dividieron el ciclo celular dentro de

cuatro periodos metabdlicos:



INTERFASE SINTESIS INTERFASE
=iy ol

(G6) (s) ()
POSTMITOTICA 1 DE DNA PREMITOTICA 2

MITOSIS )

\ POSTMITOTICO

PERMANENTE

Go
n L-i mbo n

FIGURA NGm. 1

CICLO CELULAR
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M: Mitosis. Fase durante la cual ocurren cariociné--
sis y citocin&sis. Se ‘trata del subciclo mds facilmente identi

ficable como "marcador de fase".

Después de la mitosis, una o ambas c&lulas hijas pue
den dividirse activamente o pasar a ser células postmitéticas-
permanentes, o regresar a un estado de reposo proliferativo --

temporal (Go).

Gyt Periodo de reposo presintético postmit6tico. Es-
el intervalo entre el final de la mitosis y el inicio de la --
biosintesis de DNA. En este periodo la célula elabora las di--
ferentes substancias con las cuales va a ser capaz de llevar -
a cabo las funciones del tipo de célula destinada a ser (3). -
Durante G; la célula también se prepara para iniciar la dupli-

cacidn de su DNA nuclear.

. S: Periodo durante el cual se produce la duplicacidn
de DNA como pre-requisito para la divisidn celular. Su dura --
cién (tiempo de sintesis de DNA) se extiende desde el comienzo
de la duplicacidén de DNA en el primer cromosoma en sintesis, -
hasta el fin de la duplicaciénenel Gltimo de ellos (4). Duran
te esta fase, las células incorporan precursores de DNA espe--
cifico. Por lo tanto, este componente de subciclo se convierte
en un "marcador de fase" adeéuado, por ejemplo, cuando émplean

auto-radiografia y timidina marcada com tritio (3H). El uso si
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multineo de fase S y mitosis es la base de la técnica del "por
centaje de mitosis marcada", en el anélisis del ciclo celular-

(5,6).

Gyt Periodo de reposo premitético. La divisién de --
las poblaciones G, se reconoce tebricamente por la incapacidad
de tales cé&lulas para incorporar precursores de DNA especifico

asi como por "tetraploidia" ("4C").

Go: De pruebas recopiladas al respecto, cabe sugerir
la existencia de una poblacién de células, que afin cuando no--
participan activamente en la divisién celular, pueden serAesti
muladas para dividirse en condiciones apropiadas. Estas célu--
las que son postmitéticas "temporales'", se han denominado célu
las "Go" (7,8). Asi las células Go si bien "fértiles" (9), .se-
.encuentran en realidad en un estado de "limbo" proliferativo.-
Burrs y Tanndch (10), han postulado un modelo en el cual las--
células pueden abandonar temporalmente el ciclo celular en ---
cualquier etapa, considerando la fase Go como una prolongacién
de Gy» (esto es, que la Gltima fase se haya integrada por Go y
"G1 verdadera"). Por otra parte, debido a las evidentes difi--
cultades cinéticas y seminticas que surgen cuando se trata de-
diferenciar células con fases largas Gl’ de las Go verdaderas,
Greenberg y Col. (11), han propuesto que quizi sea apropiado--
considerar a las c&lulas postmitdticas como Go y comenzar la *

fase G1 solo cuando realmente se inician los eventos metabdli-
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cos que en forma inevitable conducen a la fase "S". Como ejem-
plos hematolégicos de células Go estarian les linfocitos peque
fios de sangre periférica antes del estimulo antigé&nico y segu-

ramente ciertas subpoblaciones de cé&lulas leucémicas.

La duracidn de las fases~G1, S, G2 y M del ciclo ce-
lular varian en diferentes tipos de cé&lulas. Lipkin (9), ha da
do algunos tiempos promedio, para cada una de las fases celu--
‘lares de poblaciones normales de sitios de ripida renovacién--
como el pulmbn, c6rnea, epidermis y tracto gastrointestinal., -
La duracién de S es pequefia, de 1 a Zﬁhr, G» es~generélmente -
més larga que M durando 1 a 4 hr, G1 dura cerca de 7 hr; en cg
lulas humanas la variacién mis grande se encuentra en G; con -

tiempos estimados que van desde unas pocas horas a varios dias.

La tabla No. 1, muestra las macromocé&lulas (DNA, RNA

¥y proteinas) sintetizadas durante esas fases.
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TABLA NUM. 1

‘Sintesis de macromoc&lulas durante las 4 fases del ciclo celular.

Fase del ciclo Sintesis Sintesis Sintesis de protei--
celular. de DNA. de RNA. nas.

Gl - + L

S + + + (médximo)

G, - - +°

M - - + (minimo)

De acuerdo al patr6n de renovacidén, las poblaciones-

celulares se pueden dividir en tres grupos principales:

‘Duplicadoras continuas: Estas c&lulas se dividen du-
rante toda la vida del huésped. Por ejemplo, el Sistema gastro

intestinal y hematopoyé&tico.

Duplicadoras discontinuas: En estas cé&lulas la dupli
cacifén se lleva a cabo desde el nacimiento hasta el crecimien-
‘to completo. Después de ésto, ellas se dividen en forma muy dg&
bil, y tienen la capacidad de incrementar su duplicacifén cuan-
do se estimula la restauracibn del 6rgano. Por ejemplo, célu--

las del higado, tGbulos renales y hueso.



IV.- HEMATOPOYESIS EN EL FETO.
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No duplicadoras: Estas c8lulas se pueden duplicar --
durante un tiempo .breve después del nacimiento y posteriormen-
te pierden esta capacidad. Por ejemplo, Sistema nervioso, Sis-
tema muscular ;iso y estriado, del corazdn y glomérulo renal.-
Estas células no se reemplazan por si mismas en clase, pero se

podria renovar DNA en algunas de ellas.
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IV.- HEMATOPOYESIS EN EL FETO.

Varios drganos de,mamiferos>pueden llevar a cabo he-
matopoyesis, pero aparentemente el ambiente dentro del hueso--
es O0ptimo para la proliferaci6n y maduracién de las cé&lulas --
sanguineas. Sin embargo, las cavidades de los huesos no se de-
sarrollan hasta el quinto mes de vida intrauterina, asf, duran
te la vida fetal temprana otros sitios presumiblemente menos--
favorables son los responsables de la produccién de glébulos -

Tojos.

En el feto humano las células sanguineas se forman--
primero fuera del embridn, en los numerosos islotes sanguineos
del saco vitelino (12). La sintesis de hemoglobina también se-
inicia en el saco vitelino durante el periodo mesobldstico de-

‘hematopoyesis (Figura No. 2).

La primera evidencia de eritropoyesis se puede ob---
servar, aproximadamente, en el dia 19 de la gestacibén.  En esta
époch, los islotes sanguineos del saco vitelino tienden a dife
renciarse en dos direcciones: las c&lulas situadas en la peri-
feria de estos islotes forman las paredes de los vasos sangui-

neos primarios, mientras que a partir de las cé&lulas localiza-
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das' centralmente surgen las células sanguineas primitivas o --

"células tronculares" (12,13).

Todos los eritrocitos circulantes producidos en este
periodo se presentan con grandes nficleos y cromatina nuclear -
de apariencia inmadura y tienen un periodo de vida mds pequefio
que los eritrocitos adultos, virtualmente, todos desaparecerin
aproximadamente en el cuarto mes de vida fetal. Esas células--
fueron consideradas erréneamente por Erlich como megaloblastos
de anemia perniciosa. En el segundo mes de gestacidn estas cé-
lulas son lentamente reemplazadas por pequeﬁas células no nu--
¢1eadas, derivadas de eritropoyesis hepdtica (14). Al mismo --
ﬁiempo hay una gradual desaparicifén de hemoglobina conteniendo
cadenas epsilon (hemoglobina Gower tipo IE, vy hemoglobina Go--
wer tipo II °“2£~2)’ pero no se sabe si la produccidén de hemo-
‘globinas embridnicas es una propiedad exclusiva del saco vite-
lino (15). Durante los siguientes meses de la vida fetal, el--
higado es. el principal drgano productor de c&lulas sanguineas-
(Figura No. 2). Entre el tercero y séptimo mes hay una produc-

cidén importante de glébulos rojos en el bazo.

A partir aproximadamente del So. mes de vida fetal -
se -pueden reconocer celulas leucopoy8&ticas en las regiones car
tilaginosas de los huesos, pero la eritropoyesis se instala en
las cavidades 6seas lentamente. El periodo mieloide de la hema

topoyesis representa el 6rgano cuantitativamente mids importan-
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te, desde el sexto mes hasta que termina la gestacién. A lo --
largo de la vida fetal, los eritroblastos de higado, bazo y mé
dula dsea sintetizan hemoglobina fetal (HbF;=<, ¥ ,) y hasta--
despu@s del nacimiento empiezan a aparecer cantidades aprecia-

bles de hemoglobina adulta (HbA, =<, ﬂ'z).

Durante la primera mitad de la gestacidn se encuen--
tran granulocitos circulantes (16). Se ha observado produccidn
de leucocitos en zonas no medulares en un embrién de siete se-
manas, sin embargo, la produccidn principal de leucocitos se -
lleva a cabo hasta que se instala el periodo mieloide de la --
hematopbyesis.'Esta-evidencia apoya el concepto que la médula-
es el finico 6rgano potencialmente hematopoyético, con un -am --
biente apropiado para el completo desarrollo de tejido granu--

locitico y megacariocitico.

En general, el recuento de granulocitos estd por de-
bajo de 1,000/ml de sangre durante la primera mitad de la ges-
tacidén. Durante los Gltimos 3 meses, el nGmero de granulocitos
se eleva rdpidamente, en el momento del nacimiento, el recuen-
to es superior al que se observa normalmente en otras etapas -

de la vida.

En contraste con lo que ocurre con los granulocitos,
el recuento de linfocitos es mayor en la primera mitad de la -

gestacidn que el observado posteriormente (17). La linfopoye--
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sis comienza aproximadamente en la octava semana de vida intra
uterina en los plexos linfaticos, en la novena, en el timo y--
sobre la duodécima semana en los ganglios linfdticos. Alrede--
dor de la vigésima semana de gestaci6én el recuento de los lin-
focitos circulantes es de unos 20,000/ml. de sangre y a partir
de entonces, desciende gradualmente. hasta cerca de 3,000/ml. -

de sangre a las 40 semanas de gestaci®n.

‘Los megacariocitos aparecen en el saco vitelino ha--
cia la sexta semana, Por esta época pueden apreciarse tambié&n-
en el higado, pudiendo estar presentes en este 6rgano hasta el
final de la gestaci6n. A partir del tercer mes .fetal los mega-

cariocitos se encuentran de manera constante en la mé&dula &sea.

A lo largo de 1la vida.fetal tardfia, el control fisio
-16gico de produccidn de gl6bulos rojos probablemente esti res-
tringido-a hipoxia tisular y liberacidn de eritropoyetina (18)
El feto estd bajo-continuo estimulo hipﬁxiéo y la eritropoye--
tina: se ha demostrado en el liquido amnidtico de madres de ni-
fios con eritroblastosis fetal. Lo que no se sabe si la eritro-

poyetina puede atravesar la barrera placentaria.
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V.- EL MICROAMBIENTE HEMATDPOYETICO(IQ).

.Ershler y col., presentan evidencia completa hasta--
la fecha de que existe un microambiente hematopoy&tico y de --
las enfermedades de &ste en el hombre. Dichos autores, estudia
ron a pacientes con anemia probablemente congénita (debido a -
falta de maduracibn de precursores eritroides) y encontraron -
que si se colocaban células de mé&dula 6sea en sistemas de cul-
tivo, se originaban abundantes precursores eritrociticos, los-
cuéles maduraban y sintetizaban grupos hem. Contrariamente, si
se cblocaba una 'seccién de médula obtenida de la misma biopsia
en el medio de cultivo, las células no se dispersaban y no ha-
bia sintesis de hem. Asi, concluyeron que el crecimiento y ma-
duracidn de precursores eritrociticos aparentemente mejoraba--

cuando el medio ambiente de la médula era eliminado.

Hay un microambiente hematopoy&tico.que es esencial-
para la funcidn normal de c&lulas tronculares hematopoyéticas.
Algunos datos apoyan esta idea: la hematopoyesis (excepto'la--
linfopoyesis) estid confinada a la médula en el adulto normal;-
una inyecci6n intravenosa de m&dula con el propésito de trans-
plante de &sta en el hombre y en ciertos animales produce hema

topoyesis solamente medular; y un microambiente hematopoyéti--
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co defectuoso se ha demostrado claramente en el ratén.SL/SLq.-
Trentin, basado en hematopoyesis comparativa en el bazo y médu
“la del ratén, formuld el concepto de que hay dreas anatdmicas-
que sirven para dirigir a la célula troncular hematopoyética--
pluripotente hacia una u otra linea celular especifica de dife
renciacidn. El mismo -autor, sugiere que hay un componente induc
tivo para el microambiente hematopoyético. En muchos laborato-
rios se estd estudiando este aspecto en ratones modelo y asi--
‘han surgido definiciones ain no muy claras de este microambien
te. En la actualidad no se puede afi}mar si éste representa la
presencia de factores positivos en ﬁédula o la presencia de --
factores hdstiles en otros tejidos. En parte, la dificultad --
en definir la naturaleza del microambiente, radica en la com--
plejidad del .tejido medular. Existen en la literatura trabajos
que sugieren que el microambiente estd Intimamente relacionado
a células semejantes a macr6fagos, cé&lulas adventicias y cé&lu-
las adiposas. Ademds, hay evidencia, que linfocitos T deben --
tener un papel regulador en hematopeyesis mieloide. Una varie-
dad de posibilidades para aspectos importantes del microambien
te, pueden ser sugeridas: la relacidn precisa de estructuras--
anatémicas, secrecibn de productos estimulantes o inhibidores-
que sirven de apoyo celular e hipotéticamente de comunicacidn-

directa entre "c&lulas hijas" y células tronculares hematopo--

yéticas.

Algunos ejemplos de enfermedades que se pueden deber
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a microambiente hematopoyético defectuoso son las siguientes:-
neutropenia congénita tipo Kostman, anemia apldstica, asi co--

mo radiaciones con rayos X o gamma.



VI.- CELULAS TRONCULARES HEMATOPO
YETICAS.
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VI.- CELULAS TRONCULARES HEMATOPO
YETICAS. _

El origen de las c&lulas hematopoy&ticas ha sido un-
problema muy debatido en Hematologla. Basados en observaciones
morfoldgicas, Maximow y col. (13), consideraron que todas las-
células sanguineas provenian de una célula troncﬁlar comGn ---
-TEORIA MONOFILETICA.- Otros como Sabin y col. (20), sugirie--
ron que existian diversas c&lulas tronculares para cada una de
las series de c®lulas sanguineas - TEORfA POLIFILETICA-. Otras
teorias ‘intermedias entre esos extremos (dualista, trialista,-
neounitaria, etc.), fueron propuestas por Naeyeli, Shelling y-

Downey (21).

El problema, sin embargo, permanecid. esencialmente--
sin resolver hasta los afios sesentas, cuando varios métodos --
quedaron disponibles para el estudio cuantitativo de poblacio-

nes de células precursoras hematopoyé&ticas.,

El estudio de las c&lulas progenitoras no-se ha podi
do llevar a cabo mediante los clésicos criterios morfolégicos,
asi, la informaci6én disponible se deriva del desarrollo de t&c
nicas indirectas, en &stas, las células primitivas expresan su

capacidad para crecer y diferenciarse, sus nfimeros y propieda-
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des son entonces deducidas examinando su progenie. El mds im--
portante de tales métodos, es aquél basado en la formacién de-
colonias, donde la progenie de un Gnico progenitor se localiza
geogrificamente como una colonia suficientemente grande para -
permitir, tanto el anilisis de la composicibn celular como la-
determinacidn de la eficiencia para formar colonias de diferen

tes suspensiones celulares.

La célula hematopoyética mds temprana se considera--
que es una célula troncular pluripotente "S" (Figura No. 3).--
Los descendientes diferenciados de células tronculares inclu--
yen eritrocitos, granulocitos, macréfagos y megacariocitos. --
Existe ambiguedad respecto a la relacidén entre linfopoyesis y-
células "S". En el ratdn existen evidencias cromosémicas ine--
quivocas, que las c&lulas "S'". En el ratdén existen evidencias-.
-cromosomicas inequivocas, que las cé&lulas''"S" y las cé&lulas ---
de gangli;s linféticos productoras de anticuerpos pueden perte
necér a la misma clona. También hay experimentos en los que --
células de colonias de bazo fueron competentes para repoblar -
‘espacios linfoides, esto es también una evidencia de que las--
células "S" son precursoras de cé&lulas linfoides. La @nica evi
dencia conocida para aceptar que el linaje de cé&lulas linfoi--
des es independiente de cé&lulas '"S" se deriva de la leucemia--
granulocitica crénica, donde el cromosoma Filadelfia, caracte-
ristico de la clona leucémica mieloide, predomina en esta en--

fermedad y no se encuentra en células linfoides de sangre peri
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férica cuando éstas se estimulan para mitosis con fitohemaglu-

tinina.
FIGURA No. 3
/ CFU-S.
BFU-E CFU‘-C_ \ L
CFU-E granufgcitos progenito
glébulos y monocitos res de --
T0joOS 1linfoci--

tos.
CELULA TRONCULAR PLURIPOTENTE. (GFU-S)

Para el estudio de hematopoyesis temprana o sea el--
estudio de células tronculares, se utilizd el método de forma-
cién de colonias en el bazo de ratones letalmente irradiados--
o ratones genéticamente anémicos. Al examen morfolégico de los
'ﬁédulos, se observa que consisten de células eritropoyéticas,-
granuiopoyéticas u ocasionalmente megacariociticas madurando o
de una mezcla de 2 o cuando mucho 3 de los tipos (22,23). En--
los estadios tempranos del crecimiento de la colonia predomina
usualmente una linea celular. Los n6dulos permiten su numera--
cidén separada y su nfimero guarda relacidén lineal al nlimero de-
celulas nucleadas inyectadas. La extrapolaci6n de esta rela---
cién lineal al origen no varia significativamente de cero, co-
mo si la finica entidad en la suspensi6én original fuera la res-

ponsable para cada colonia esplénica. A esta entidad se le 1lla
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ma "unidad formadora de colonias" CFU-S.

Con &ste método.y para demostrar si provenian de la-
<mi$ma clona, se usaron marcadores cromosdmicos (24,25). Tales-
marcadores se indujeron por irradiaci6n de las suspensiones --
de c&lulas ‘que se iban a inyectar en los ratones. Examinando--
las c€lulas de la CFU-S, se observd -que 95 - 100% de las célu-

las tenian la aberracidn.cromosémica.

Con este ensayo clonal y cuantitativo, ha sido posi-
ble determinar una de las propiedades de la CFU-S: Pluripo ---
tencia afin cuando fué poco aparente por la identificacidn de --
tres lineas celulares en las colbnias en el bazo; ée estable--
cid con mayor certeza s6lo después de andlisis mds detallado.-
La dificultad deriva de la observacién que en algunas colonias
‘una proporcidn siénificativa«de células (5%) en metafase, en--
colonias con marcadores cromosbmicos, no contenian ei“marcador

caracteristico ‘de-'1la colonia.

La conclusién de que la CFU-S era pluripotente se ob
tuvo mediante experimentos de transplante; en &stos, las cé&lu-
las de colonias identificadas como predominantemente eritropo-
yéticas o granulopoyéticas se inyectaron en huéspedes irradia-
dos, las colonias desarrolladas en los bazos de estos animales
y la distribucidn de los tipos celulares dentro de tales colo-

nias fueron muy similares a las observadas en las colonias de-
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origen. Desafortunadamente, toda la informacidn concerniente--
a células tronculares pluripotenciales esti basada en datos de

varias cepas. de ratones.

El modelo comfin de esta. poblacidén celular es que en-
contrdndose en estado no proliferativo (Go), pueden entrar .al-
ciclo de proliferacién llevando a divisién o diferencidcién ce
lular, dentro de una linea comprometida. No hay evidencia para
invocar un concepto de divisidn celular asimétrica, células --
madre en Go o en un estado proliferativo pueden igualmente em-

pezar a diferenciarse.

Las CFU-S, son células "méviles" en el sentido en --
que las células tronculares estdn circulando en la sangre peri
férica (1-5 x 10° células sanguineas nucleadas). Durante recu-
peracidn, por ejemplo de irradiacidén de cuerpo total o estimu-
lacidén antigénica, su movilizacidn puede incrementarse signi--

ficativamente.

Durante la embriogénesis hay ondas de migracién de -
CFU-S, primero del saco vitelino al higado y después del higa-

do a la médula 6sea y al bazo (26).

POGENITORES COMPROMETIDOS PARA GRANULOPOYESIS CFU-C-
27).

El estudio de la granulopoyésis en la diferenciacidn
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hematopoy&tica temprana, tuvo un gran avance por el hallazgo--
de que las c&lulas hematopoy&ticas de ratdén son capaces de for
mar colonias granulopoyéticas y/o monociticas en cultivos coﬁ—
medio semis6lido. Se demostr® por observacidn directa, que es-
tas colonias granulopoy&ticas-monociticas eran clonales y este
procedimiento fu& establecido como método cuantitativo cuando-
se comprob6 relacibn 1i£ea1 entre formacibn de colonias y nfime
ro de cé€lulas adicionadas al cultivo. Un requerimiento para la
formacidn de tales colonias en cultivo, es la presencia de es-
timuladores derivados de capas celulares o de fuentes no celu-
lares como suero de ratbén inyectado con endotoxina y una glicpo
proteina obtenida de orina humana. De acuerdo'con la nomencla-
tura adoptada para el ensayo de colonias de bazo, ia célula --
que da origen a colonias granulopoy&ticas monociticas se le ha

llamado '"unidad formadora de colonias en cultivo'" CFU-C.

Con el establecimiento del ensayo para CFU-C, se in-
vestigh su relacién con la CFU-S, pudiéndose concluir que en--
tre las dos clases de progenitores hay relativamente pocos pa-
sos de diferenciacibn que separan la CFU-S pluripotente de la-
CFU-C. Sobre esta base se asume que CFU-C es progenie de la --

CFU-S.

Los métodos de cultivo para granulopoyé&sis se adapta
ron para células humanas. Las células humanas que daban lugar-

.a colonias granulopoy&ticas eran similares a las de ratdn en--
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relacién a su velocidad de sedimentacién y densidad. Como en -
los progenitores granulopoyéticos de los ratones se encontrd--
que las c&lulas humanas estaban divididas en pobiaciones pro--
liferando rdpidamente y otras proliferando lentamente. Por es-
tas razomes, alin en ausencia de un punto de referencia similar
a la CFU-S de los ratones, se asume que la CFU-C en el hombre-
es una clase de progenitor comprometido para granulopoyesis.--
Existen importantes diferencias entre los requerimientos de --
cultivo para granulopoyesis en ratén y para granulopoyesis hu-
mana. A diferencia-de los.progenitores de rat6n, sdlo se han--
iden;ificado un nfimero limitado de fuentes de estimulador para
granulopoyesis humana, &stos incluyen: sobrenadantes de culti-
vo de leucocitos humanos, c&lulas de rifion de embridn huﬁano,-
preparaciones de membrana celular de leucocitos humanos. La -~
glicoproteina de orina humana efectiva para estimular la forma
ci6én de colonias granulopoyé&ticas de ratdn, demostrd poca o --
ninguna actividad en cé&lulgs humanas. AGn cuando las células--
hematopoyéticas humanas poseén M"actividad para estimular colo-
nias" (CSA) en asociacidn con sus membranas son capaces de 1li-
berarla dentro del medio de cultivo, no es de sorprender en---
contrar células productoras de CSA coexistiendo con prbgenito-

res granulopoyéticos.

El compartimiento de célula troncular, macrdfago-mo-
nocito-granulocito contiene células suceptibles de diferenciar

se por la via monocito-macrbfago o granulocito y la célula ---
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troncular granulocipi;a puede ser ademis dividida en aquéllas-
dando origen a coloﬁiés bas@fiiﬁé o eosindfilas. Mediante velo
cidad de sedimentacién, se ha podido separar parcialmente a --
células. que dan origen a colonias eosinéfilas de aquellas que-
dan origen a colonias granulocito-monocito. Linfocitos activa-
dos parecen liberar un factor que estimula la formacién de co-
lonias eosindfilas y este factor es distinto del que estimula-
colonias neutré6filo-monocito. Recientemente Broxmeyer y col. -
han demostrado que los granuiocitos maduros contienen una sus-
tancia llamada "actividad inhibidora de colonias'" (CIA), la --
cual bloquea la produccién o liberacidén de CSA por monocitos.-
La actividad inhibidora de colonias parece ser la lactoferri--
‘na, una glicoproteina ligada a hierro contenida en altas con--
centraciones en los granulos secundarios de granulocitos madu-
ros. Esta substancia bloquea la produccién basal o liberacibn-
(o ambas) de CSA por monocitos, pero no bloquea la produccidn-
de CSA por monoc&tos estimulados. por endotoxinas. Asi, cuando-
los niveles de granulocitos comienzan a aumentar, CIA deriva--
da de granulocito puede actuar para inhibir la produccidn de--
‘monocito-granulocito por bloqueo de la evolucidén de CSA de mo-
nocitos a menos que haya un estimulo continuo tal como puede--

suceder en infecciomes.

PROGENITORES COMPROMETIDOS PARA ERITROPOYESIS BFU-E-
y CFU-E (26,27).

Los avances mds recientes en las técnicas de colo --
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nias, son aquéllas aplicadas a la eritropoyesis. El primer en-
sayo descrito se basd en el desarrollo de pequefias colonias --
después de dos dias de incub acidén de células de mé&dulas o hi-
gado de feto de ratdn en plasma conteniendo eritropoyetina. Es
te mé&todo llenaba los requerimientos de validacién usualés, in
cluyendo relacién lineal entre formacidén de colonias y nimero-
de células nucleadas. Las colonias consistian de eritroblastos
o eritrocitos y se desarrollaban s6lo en presencia de eritropo
yetina. Cuando se aumentaron las cantidades de eritropoyetina-
y se prolongd el periodo de incubacidén se observd que las colo
nias pequefias no se distribuian homogéneamente en el cultivo,-
sino mids bien se encontraban en brotes. Estos, podian ser con-
tados y su nfimero se relacion6é linealmente al nfimero de célu--
las probadas. La nomenclatura para los otros .ensayos se apli--
cd a este sistema; a los progenitores de las colonias peque --
fias se les 1lamd "unidad formadora de colonias dependiente de-
eritropoyetina" CFU-E y a los progenitores de los brotes -Muni-

dad formadora de brotes dependiente de eritropoyetina" BFU-E.

Se emplearon procedimientos de correlacidn para esti
mar las posiciones relativas de la BFU-E y la CFU-E en el lina
je de la eritropoyesis. CFU-E, la mids diferenciada de las dos-
células progenitoras, se encontrd que no correlaciona con eri-
troblastos tempranos reconocibles. Ambas, BFU-E y CFU-E, se---
pueden considerar méds tempranas en la diferenciacidn que los--

estadios morfolégicamente identificados del eritrocito. El and
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.

lisis de la composicifn celular de las colonias individuales -
del bazo, revelaron una correlacidn significativa entre BFU-E-
y CFU-S, mientras que CFU-E fueron mi4s numerosas en colonias -
predominantemente eritropoyéticas y no correlacionaron con ---
CFU-S. Estos datos colocarian al BFU-E en la via eritropoyéti-
ca a un estadio de diferenciaciﬁn.comparable al de CFU-C en---
granulopoyesis, mientras que CFU-E seria considerada como mis-

diferenciada.

La adaptacidn de los cultivos para progenitores eri-
tropoyéticos en c&lulas humanas ha progresado ridpidamente. Se-
han demostrado colonias andlogas a aquéllas derivadas de la --
CFU-E de ratones en colonias de mé&dula 6sea humana, afin cuando
tales colonias requieren 6 a 8 dias para crecer, en contraste-
a crecimiento de 2 dias para células de ratdén. Cambiando con--
centracidén de eritropoyetina y el tiempo de incubacidn se han-
;btgnido colonias eritroides de médula humana y se asume que--

son andlogas a la BFU-E del ratén.
PROGENITORES COMPROMETIDOS PARA MEGACARIOPOYESIS.

Los megacariocitos parecen derivar de CFU-S, y su di
ferenciacién es determinada, en parte, por factores microam. --
bientales. La megacariopoyesis y la produccidn de plaquetas --
son estimuladas por trombocitopenia y suprimidas por tromboci-

tosis (28). Muchos estudios han indicado que la regulacidén de-



36

produccidén de plaquetas depende de la substancia humoral 1llama
da "trombopoyetina" y se han propuesto pruebas de esta entidad
Wainchenker y col. (29), reportaron el crecimiento en cultivo-
de plasma coagulado de colonias megacari’ocf[ticas de células de -
médula 6sea de adulto con el uso de cuatro diferentes fuentes-
de eritropoyetina, asi como un factor estimulante.Una gran pro-
porcidén de colonias megacariociticas (75%) fueron puras, las -
otras fueron mezclas de eritroblastos y megacariocitos. Estu--
dios ultraestructurales demostraronque lamaduracifn de megaca--
riocitos fue esencialmente normal y que hubo desprendimiento--
de plaquetas. En la ausencia de eritropoyetina se observaron -
pocas colonias megacariociticas espontineas mientras que ningu
na colonia eritroide estuvo presente. Sin embargo, la eritropo

yetina incrementd cinco veces el nGmero total de colonias.

Esos datos sugieren que la eritropoyetina esti invo-
lucrada en la diferenciacidn de megacariocitos humanos, pero--
que &lla no actfa sola, sino que otro factor relacionado al --
nGmero de células sembradas parece esencial para la formacibn-
de colonias megacariociticas humanas. Este factor puede ser el

equivalente in vitro, a la trombopoyetina descrita in vivo.

Jackson (30), ha sugerido que pequefias c&lulas mono-
nucleares acetilcolinesterasa positivas son precursores de me-
gacariocitos, pero su papel como células tronculares es toda--

via incierto.
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VII.- METODOS DE CULTIVO DE CELULAS.

TECNICA PARA LA PRODUCCION DE NODULOS CLONALES HEMA-
TOPOYETICOS.

Cuando un ratdén es expuesto a una.dosis letal de ra-
diacidén los tejidos hematopoy&ticos se eliminan completamente,
si a la radiacidn le sigue una inyeccibn de una suspensidén de-
células de médula 6sea singeneica normal, bazo o cé&lulas de hi
gado fetal, los animales sobreviven y durante las tres o cua--
tro semanas siguientes se produce esplenomegalia debido al ---
gran incremento de actividad hematopoyé&tica. Si ademis, el nfG-
mero de células inyectadas en el ratdn se reducen, por ejemplo,

4 5 células de médula 6sea (las cuales son suficientes

a 10" o 10
para que sobreviva el animal), aparecerdn nddulos discretos so-
bre el bazo, aproximadamente siete dias mis tarde (Figura No.-
4) (31). Cada n6dulo estd formado de cé&lulas hematopoydticas--
reconocibles y sus precursores; no obstante, si una suspensidn
de células se prepara de una colonia separada y se inyecta nue
vamente a un ratdén irradiado, en muchos casos se producen colo
nias sobre el bazo de dicho animal (32). La c&lula formadora -
de lag primeras colonias no solo produce cé&lulas sanguineas y-

sus precursores, sino también una poblacién de c&lulas de su--

propia especie.
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Se han hecho numerosos intentos para producir colo--
nias esplénicas por este camino en otros animales como ratas--
y conejos, pero el fGinico animal en el cual se desarrollan colo
nias esplénicas es el ratdon. Toda la informacibn que se tiene-
de la c&lula troncular hematopoyé&tica es el resultado de la --
aplicacidén de esta técnica en el ratdn. Sin embargo, s6lo por-
inferencia se pueden sacar conclusiones considerando otros ---

mamiferos incluyendo al hombre (33).

CRECIMIENTO DE COLONIAS DE MEDULA OSEA EN. MEDIO SEMI
SOLIDO. (34).

Hace 15 afios se desarrollaron las técnicas de culti-
vo que ahora permiten el crecimiento a varias subpoblaciones--
de células hematopoy&ticas en medio semisdlido, como colonias-
de clonas de células diferenciadas. La mayoria de estas técni-
cas se han modificado para servir de soporte al crecimiento de

células humanas.

Para obtener proliferaci6n de una poblacién celular-
en particular, se debe adicionar al medio de cultivo concentra
ciones adecuadas del factor regulador especifico apropiado. --
Sin &ste no hay proliferacidn de la poblacidn celular concer--
niente y por lo general muere ripidamente. Por ejemplo, para--
obtener proliferacidn de colonias eritropoyéticas en cultivo--

semis6lido se debe adicionar eritropoyetina (1 a 5 U/ml). Pa--



FIGURA NGm. 4

Produccidén de nédulos clonales hematopoyé-
ticos sobre los bazos de ratones irradia--
dos por inyecci6bn de células de médula --
0sea singeneica.
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ra obtener formacidén de colonias de neutréfilos y macrdéfagos--
se debe adicionar al medio factor estimulante de colonias de--
macrdfagos y granulocitos. Otros factores especificos se enlis
tan en la tabla No. 2, don&evse indican las subpoblaciones que

pueden ser selectivamente estimuladas para proliferar.

La formaci6n de colonias de linfocitos T o B son apa
rentemente excepciones a la generalizacibén de que un factor hu
moral especifico es necesario para la proliferacidn de células.
Se obtiene un buen crecimiento de colonias de linfocitos B de-
ratén simplemente adicionando 2-mercaptoetanol al medio de cul-
tivo y la formacién de colonias de linfocitos T humanos se pue
de obtener usando fitohemaglutinina para estimuiar la prolife
racidn de linfocitos. Sin embargo, 'en amBog sisteﬁas existe --
la evidencia que factores especificos, posiblemente originados
de macréfagos pueden ser sintetizados en el disco de cultivo--
durante el periodo de incubracibn y que estos factores son ne-
cesarios para la proliferacidn sostenida de colonias de linfo-

citos.

Después de una semana de incubacidén las colonias he-
matopoyéticas se observan de tamafio variable (rango de 50-5000
células). En los discos de cultivo también se observan numero-
sos y pequefios agregados de 3 a 50 células, que in vivo son --

los progenitores inmediatos de cé&lulas formando colonias CFU-C
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METODOS PARA ESTIMULAR FORMACION DE COLONIAS DE TI-
POS _ESPECIFICOS DE CELULAS HEMATOPOYETICAS.

TIPO DE COLONIA

FACTORES REGULADORES
ESPECIFICOS.

SISTEMA ADAPTA-
DO PARA CELULAS
HUMANAS.

Neutr6filos,mo-

nocitos o ambos

Eosiné6filo

Eritrocito.

Megacariocito

Linfocito B

Linfocito T.

Factor estimulante -
de granulocito-macrd

fago.

Factor estimulante--
de colonia-eosinéfi-

la.
Eritropoyetina.

Factor estimulante -
de colonia-magacario

cito.
2 mercaptoetanol

Fitohemaglutinina

Si

Si

Si

No
No

si
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En la mayoria de los casos, las cé&lulas que forman--
colonias en cultivo, son las progenitoras especificas de la --
clase celular en particular que se ha cultivado y que es la c&
lula intermedia en diferenciacifn entre la troncular hematopo-
yética multipotencial y la mis temprana morfolégicamente reco-

nocible en la subpoblacién particular,

En la tabla No. 3 se presentan las frecuencias de --
las diferentes c8lulas que forman colonias en el hombre y en -

el ratdn.

El sistema de colonias in-vitro, se puede preparar--
para que exista una relacidén lineal entre el nfimero de cé&lulas

.cultivadas y el nimero de colonias desarrolladas.

Todos los sistemas de cultivo muestran un curioso --
asincronismo de iniciacidén de proliferacién de las cé&lulas ---
CFU-C, que no se relaciona con la etapa del ciclo celular in--
vivo, ¥ el cual no se ha podido explicar. Las colonias también
muestran marcada asincronia en la diferenciacién, y las colo--
nias adyacentes pueden contener cé&lulas inmaduras o bien dife-
renciadas. Usualmente, también hay asincronia de diferencia --
cién dentro de la misma colonia y 1la pdblacién puede contener-

células dividié&ndose y c@&lulas postmitfticas.

Los cultivos pueden ser usados como sistemas de ' ---
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TABLA No. 3

FRECUENCIA DE CELULAS FORMADORAS DE COLO-

NIAS.
FRECUENCIA DE CELULAS FORMADORAS -
DE COLONIAS POR 10° CBLULAS DE ME
DULA.

TIPO DE COLONIA. HUMANO RATON
Neutr6filo-macréfago 50-100 300
Eosindfilo 10-30 20
‘Megacariocito ----- 20
Eritroide 30-500 300
Linfocitos B*  ------ 2000
Linfocitos T!' 1000 ----

+ Frecuencia por 105 células de bazo.

' Frecuencia por 105 células de sangre periférica despu8s-

de quitar polimorfonucleares.
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bioensayo altamente sensibles para los factores reguladores. es
pecificos, y pueden detectar concentraciones de 10711y de &s--
tos factores. Los bioensayos estdn basados en la curva sigmoi-
de dosis-respuesta entre concentracidén de factor y nfimero de--

colonias.

El andlisis de las colonias hematopoyé&ticas ha indi-
cado que son clonas derivadas de cé&lulas finicas formadoras de-
colonias. Asi, la mayoria de las colonias tienen una pureza --
espectacular de la poblacidn cultivada, en cultivos que contie
nen concentraciones adecuadas de los diferentes factores regu-
ladores. Esto, claramente, documenta el hecho de que dentro de
cada familia hematopoyética, las c&lulas estin genéticamente -
programadas a un solo camino de diferenciacidn, y que no se --
pueden forzar para transformarse en otro tipo de célula hemato
poyética (Por ejemplo: una célula eritroide que no se puede *-
forzar para transformarse en un granulocito o en un eosinéfi--

1o0).

De 10'diého anteriormente, se puede deducir que los-
cultivos semis6lidos se pueden usar para dos propdsitos clini-
cos diferentes: identificar y enumerar varias subpoblaciones -
de células progenitoras hematopoyéticas, y para identificar y-

medir niveles de factores reguladores especificos (34).

A continuacidn se describe un mé&todo de crecimiento-



46

de colonias de médula 6sea humana en gel de agar (35), eh el--
que se utiliza como agente estimulador capas nutrientes de gld

bulos blancos obtenidos de sangre periférica humana normal.
PREPARACION DE LA CAPA DE NUTRIENTES.

1.- Colectar sangre periférica de personas normales-
en tubos Vacutainer para cultivo de tejido (No.-
3208 NT Becton, Dickinson and Co. Rutherford N.-

J.) conteniendo 2 gotas de heparina 1:1000.

2.- Dejar sedimentar, colocando el tubo verticalmen-

te, por 1 o 2 horas a temperafura ambiente.

3.- Separar con pipeta Pasteur el plasma conteniendo

los glébulos blancos y las plaquetas.

4.- Contar con hemocitbébmetro el nGmero de glébulos--
blancos en el plasma. El nGmero usual es aproxi-
madamente de 20 x 106 por ml. con una proporcidn

de un glébulo blanco por un glébulo rojo.

5.- Preparar medio McCoy 5A (Biogen Laboratories) al
cual se le agrega 15% de suero de feto de terne-

ra y una variedad de otros elementos nutrientes.

6.- Calentar el medio a 37°antes de agregar el agar-

para prevenir gelificacidn.
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Agregar el agar al medio a la temperatura justo-
abajo del punto de ebullicién.

Dejar enfriar la mezcla aproximadamente a 40°C.

Agrega;”a la mezcla los gldbulos blancos de san-

gre periférica humana en plasma a una concentra-

cién final de 1 x 108 células/ml.

Pipetear una alicuota de 1 ml. de la preparacién

anterior en cajas Petri de pldstico de 35 mm.

Dejar gelificar el medio de agar a temperatura -
ambiente. Las capas superficiales de médula &sea
se pipetean directamente sobre las capas nutrien
tes inferiores una vez que hayan gelificado, o -
las cajas Petri se pueden almacenar a 37°C en un
incubador htmedo por 14 dias sin pérdida de acti

vidad estimuladora de colonias.

PREPARACION DE CAPAS SUPERFICIALES DE MEDULA OSEA.

1.-

Obtener por puncidn de cresta iliaca posterior--
una muestra de médula 6séa humana, aspirando'---
5-10 ml. en una jeringa enjuagada con heparina -
1:1000 justo antes de usarla, con cuidado de no-

dejar alguna cantidad de ésta en la jeringa.
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2.- Transferir el aspirado a un tubo de ensayo y de-
jarlo en reposo a temperatura ambiente por una o

dos horas.

3.- Separar con pipeta Pasteur el plasma.conteniendo
glébulos blancos, plaquetas y pequefias particu--

las de grasa.

4.- Centrifugar y lavar el plasma 3 veces en medio--

McCoy 5A.

5.- Mezclar ‘el medio McCoy 5A a una concentracifn --

9:1 con agar hervido al 3%.

6.- Agregar las células de médula dsea lavadas a es-
ta mezcla a una concentracidén de 2 x 10° célu --
las/ml y ponerlas sobre la superficie de las ca-

pas nutritivas inferiores previamente preparadas.

7.- Después de gelificacidn a temperatura ambiente,-
incubar las placas a 37°C en un incubador htGmedo
con una corriente constante de 75% de CO0, en --

aire.
ESTUDIOS MICROSCOPICOS.
Utilizando un microscopio de diseccidn con amplifica

cién de 16X, contar el nfimmero de colonids que contengan 50 o -

mas células. Para estudios microscbépicos, separar las colonias
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de agar, usando una pipeta Pasteur de tallo largo, colocar la-

muestra en un portaobjetos y cubrirla con un cubreobjetos. Se-

puede tefiir por flotacién en aceto-orceina 0.45%.

Medula 6sea normal preparada con 2 x 105 células, da

lugar a 32 - 102 colonias con un promedio de 50.

CRECIMIENTO DE COLONIAS ERITROIDES EN AGAR SEMISOLI-
DO (36).

Obtener médula 6sea por aspiracién de la cresta-

iliaca. o sangre por puncidn venosa.

Dejar sedimentar las muestras anticoaguladas por
heparina, por 1-3h en un voltmen igual de metil-

celulosa al 0.5%.

Tomar las cé&lulas nucleadas de la capa superior-
(no sedimentada) y hacer una -suspensidén en 15 ml
de medio McCoy. Centrifugar a 80 rpm durante 10

min.

Resuspender en un pequefio volGimen de medio McCoy

(1-3 ml).

Tomar una alicuota de 0.05 ml. para cuenta de cé&

lulas en hemocitbmetro.
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6.- Colocar, como capa inferior en la caja Petri, una

suspensi6n. en medio McCoy enriquecido con suero-
fetal de ternera al 15%, de 106 leucocitos huma-

nos normales en agar al 0.5%.

Colocar en la misma caja Petri concentraciones -

de 2 x 10%, 2 x 10° 0 2 x 10*

células nucleadas-
en 1 ml. del mismo medio McCoy enriquecido y un-
medio semisblido de agar al 0.3%, conteniendo --

ademfs 1 o 2 UI de eritropoyetina humana.

Incubar las cajas Petri por 7 dias a 37°C en una

atmésfera htimeda de 5% de COZ‘

CONTEO Y TINCION.

1.- Directamente de las placas, contar los grupos --

(3-40 células) y colonias (mds de 40 células) a-

un aumento de 100X.

2.- Tefiir las colonias eritroides, cubriendo las pla

cas de agar con 0.5 ml. de hidrocloruro de bendi

cidina acuosa al 1%.

Inmediatamente después cubrir con 0.5 ml. de pe-
réxido de hidrdgeno al 3%.
Después de 1-2 min. las colonias y los grupos --

conteniendo hem, desarrollarin un color azul in-
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tenso.

Contar inmediatamente el nGmero de colonias posi
tivas por placa y calcular el porcentaje de colo
nias positivas a bencidina, contando las placas-
de colonias azules como una proporci6én del nfime-

ro total de colonias por placa.



VIII.- ASPECTOS MORFOLOGICOS DE LAS
CELULAS SANGUINEAS.
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VIII.- ASPECTOS MORFOLOGICOS DE LAS CE
LULAS SANGUINEAS (37, 38).

Para poder identificar los diferentes tipos de célu-
las: eritrocitos, leucocitos y plaquetas, se han propuesto nu-
merosos métodos incluyendo los microscdpicos, bioquimicos o --
histoquimicos, pero para fines clinicos, se siguen utilizando-

métodos morfoldgicos que resultan relativamente mis simples.

Aunque la morfologia tiene limitaciones, las exten--
siones de sangre o médula 6sea cuidadosamente realizadas y te-
fiidas, proporcionan una informaci6n indispensable para la solu

cidén de gran nGmero de problemas clinicos.

En cualquier serie celular, existe un nfimero casi in
finito de grados de maduracidén entre la célula mids inmadura --
"blasto'" hasta la célula madura definitiva. La c&lula madura--
se describe e identifica por ciertos rasgos especificos que --
desarrolla en el curso de la maduracidén. Esos rasgos aparecen-
gradualmente conforme madura la célula, asi que cada una debe-
al desarrollarse hacerse semejante a alglin estado de madura --
ci6én. Puesto que &sto es normalmente un proceso ordenado, las-
células de la sangre exhiben caracteristicas repetidas que lle

van a la descripcién de estados tipicos.
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Debe ser enfatizado, que el desarrollo celular no se
lleva a cabo mediante transformaciones instantdneas de un gra-
do de maduracién a otro, sino por transicién gradual y los es-
tados descritos, por conveniencia, son meramente estructuras -

tipicas de un proceso continuo.

La transformacidén de una c&lula inmadura a una madu-
ra siempre lleva consigocambios en el citoplasma y en el nG --
cleo. Asi, los rasgos distintivos por los cuales las cé&lulas -
sanguineas pueden ser reconocidas son: diferenciacidn citoplas
mitica, presencia de grédnulos en el.citoplasma, maduracidn nu-

clear y reduccifn del tamafio de la célula.
DIFERENCIACION CITOPLASMATICA.

El citoplasma de células inmaduras es generalmente--
muy bas6filo (la basofilia se refiere a la afinidad por los co
lorantes bdsicos .como el azul de metileno que se encuentra en-
el colorante de Wright). Conforme madura la c&lula pierde la -

basofilia.
GRANULOS CITOPLASMATICOS.
En las células mieloides, la diferenciaci6n citoplas

mitica se caracteriza por la aparicién de grdnulos. Cuando ---

éstos aparecen, son escasos, gruesos y de color rojo vino.. En-
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el caso de los granulocitos, el citoplasma contiene dos tipos-
de granulos: los grdnulos especificos se.caracterizan por ser-
grandes, gruesos y azur6filos, aparecen en los promielocitos--
y son méds numerosos en los mielocitos. Los grdnulos secunda --
rios (neutrdfilos, eosindfilos y bas6filos) aparecen primero--
en los mielocitos y caracterizan a metamielocitos, bandas y --

segmentados.

MADURACION NUCLEAR.

La maduracibn nuclear se produce con cambios en la--
condensacién de la cromatina nuclear, en algunos casos con ---
grandes cambios en la forma nuclear, desaparicién de los nu --
cléolos y reduccibn de tamafio. El1 nficleo inmaduro es redondo--
u oval. La relacidn nficleo-citoplasma (N/C) es grande y la red
de cromatina nuclear es muy fina, mientras que en las cé&lulas-

maduras, la cromatina se hace gruesa y agrupada.

Particularmente en los granulocitos, la maduracidn -
nuclear produce cambios en la forma, dando como resultado fi -
nal un nicleo que tiene dos o m&s 1ébulos conectados por finos
filamentos.

REDUCCION EN EL TAMANO DE LA CELULA.

La rédduccidén del tamafio celular es una caracteristi-
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ca de todas las células conforme maduran, excepto las de la se
rie megacariocitica, en la cual, la célula mids joven es mis --

pequefia que el megacariocito completamente maduro.

Tomando en cuenta. los conceptos anteriores, se des--
cribirin a continuacidén las caracteristicas de las células que

se encuentran normalmente en sangre periférica.

NEUTROFILO EN BANDA.

Citoplasma: Abundante de color rosa o azul pidlido. -

La relacidén N/C es 1:2.

Nficleo: En forma de banda. La cromatina es gruesa de
color azul pGrpura intenso. La paracromatina es escasa; los nu

cléolos no son visibles.

Granulaciones: Contiene finos grédnulos color vino y-
otros gruesos azul intenso o rojos.

Tamafio: 10 a 1517-

NEUTROFILO SEGMENTADO.

Citoplasma: Abundante, la relacién N/C es 1:3, pre--

senta color rosa o azul.
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Nicleo: Cromatina gruesa y densa de color~azuiﬁbﬁrpg

ra con escasa paracromatina.

Granulaciones: Grinulos finos de color lila o rosa.

Tamafio: 10 a 15 4-
EOSINOFILOS Y BASOFILOS.

Tienen las mismas caracteristicas morfoldgicas gene-

rales y secuencia de desarrollo que los neutr6filos.

Sus caracteristicas: grfnulos rojo claro (eosinéfi--

los) y azul obscuro (baséfilos).
LINFOCITO.

Citoplasma: Tipicamente azul cielo claro y homogéneo
Escaso en linfocitos pequefios y abundante en linfocitos gran--

des.

Nficleo: Redondo u oval, puede tener una identaciénm.-
La membrana nuclear es densa. La cromatina estd en grandes y--
gruesos aclimulos. Los nucléolos s6lo pueden verse ocasionalmen

te en células grandes pero generalmente no se ve ninguno.

Granulaciones: Contiene moderado ntimero de grédnulos-

azur6filos.
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Tamafio: 6 a 18 4 .Puede variar desde el de un eritro

cito hasta mds grande que el de un monocito.
MONOCITO.

Citoplasma: Color gris claro o azul-gris opaco.
Nficleo: Identado o con pliegues encimados, color pé-
lido. La cromatina estd en finos filamentos. No tiene nucléo--

los.

Tamafio: 12 a 18 « .
RETICULOCITO.

Como resulfado de la expulsidn del nficleo, el normo-
blasto ortocromdtico se transforma en reticulocito, debido a -
que una pequefia cantidad de RNA queda en el citoplasma. Este -
vestigio toma forma granular o de filamentos reticulares cuan-
do se tifien con colorantes como el azul de cresil brillante o-

nuevo azul de metileno.
ERITROCITO.

La forma del eritrocito maduro es la de un disco bi-
céncavo. Tiene didmetro que varia de 7.2 a 7.9 m4. con diferen-
cias no mayores de media micra. El volfimen promedio del eritro

cito normal es de 87 f1 (80-96).
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PLAQUETAS.

Tamaﬁo 2 a3l mqade didmetro

Se pueden observar 2 zonas: la central granular, de-

nominada "'granuldmero'" y periférica 1lamada "hialdmero".

Con la tincién de Wright, el granulémero toma un co-

lor morado.



IX.- APLICACIONES CLINICAS DE LAS TECNI-
CAS DE CULTIVO DE CELULAS HEMATOPO-
YETICAS IN-VITRO.
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IX.- APLICACIONES CLINICAS

LEUCEMIA MIELOIDE CRONICAf

Los cultivos de c&lulas de mé&dula o sangre periféri-
ca de pacientes con Leucemia Mieloide Crénica (LMC), antes del
tratamiento, producen colonias y grupos de células constitui--
dos por neutr6filos y monocitos de un tamafio y proporcién nor-
males. Las células de la colonia’se'diferencian a metamieloci-
tos y leucocitos polimorfonucleares. A través del tiempo, apa-
recen los monocitos y macréfagos, quizd un poco antes compara-

do con colonias normales.

Hay algunas anormalidades caracteristicas de las cé-
lulas formadoras de colonias en estos pacientes: a) la presen-
cia de las c&lulas formadoras de colonias es muy alta, parti--
cularmente :enn 1la sangre donde los niveles son 2000 veces mayo-
res que en sujetos normales, b) las cé&lulas formadoras de colo
nias son de baja densidad, c) s6lo una pequefia proporcidn de -
células formadoras de colonias estd en ciclo celular, o los --
tiempos de ciclo celular de tales cé&lulas son anormalmente lar
gos, d) las colonias de cé&lulas dividiéndose tienen el cromoso

ma Filadelfia positivo. Estudios han demostrado que los 'mielo
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blastos", en LMC, son capaces de formar colonias y pueden re--

presentar el progenitor celular de la poblacidén leucémica.

Después. de terapia, Ios niveles de cé&lulas formado--
ras de colonias disminuyen rdpidamente a valores normales en -
sangre periférica, y en menor grado en la médula 6sea, pero --

permanece positivo el cromosoma Filadelfia.

La transformacidn bldstica, es sefialada en cultivos-
de médula por el desarrollo de maduracién anormal en colonias-
y grupos de células, una elevacidn en la relacidn grupo-colo--
nia y en casos extremos por perdida de células formadoras de -
colonias y algunas veces por la ausencia de crecimiento de to-
das las células cultivadas. ‘Esos cambios preceden al inicio --
de transformacién blistica, clinicamente aparente por un prome

dio de 2 a 6 meses.
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

El patrén de crecimiento de c&lulas de sangre perifé
rica o médula 6sea de pacientes con Leucemia Mieloide Aguda --
(LMA) o Leucemia Mielomonobldstica (LMM) no tratadas, no esta-
relacionado con el tipo celular morfolégico predominante en la
poblacién leucé&mica. In vitro, las c&lulas de médula o sangre-
de pacientes no tratados son incapaces de formar una Gnica co-

lonia granulocitica. En su lugar las c&lulas leucémicas pueden
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formar pequefios grupos (3 a 20 células), grupos grandes (3 a--
40 células), o permanecer sin proliferar como células disper--
sas solas en el medio de agar. La eficienéia clonal o la fre--
cuencia de cé&lulas proliferando varia ampliamente entre pobla-
ciones leucémicas de diferentes pacientes. Al igual que las c@&
lulas de pacientes con LMC, las células de pacientes con LMA,-
que proliferan in vitro son de baja densidad y con un.ciclo ce

lular anormal.

Muchos investigadores estdn de acuerdo en que las c@&
lulas de pacientes con LMA, que crecen in vitro, son incapaces
de diferenciarse normalmente, siendo la anormalidad mis comGn-
el arresto en la maduracidén, per¢ también se pueden observar -
patrones o bizarros dediferenciacién. Las células de médula ---
-6sea de pacientes con LMA en remisidn clinica completa produce

un patrén normal de colonias y grupos en medios de cultivo.

Una observaci6én interesante es que las células leucd
micas de pacientes con LMC o aguda, son dependientes de factor
estimulante de colonias granulocito-macréfago para proliferar.
En la ausencia de una concentracidén adecuada de ‘este factor en
el medio de cultivo, las células son incapaces de proliferar;-
la dependencia persiste a lo largo de la ddracién de la enfer-

medad.

Existe evidencia que los niveles de factor estimulan
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te de colonias macréfago-granulocito estidn elevados en el sue-
ro y orina en pacientes con LMC y IMA. Se encuentran particu--

larmente mads elevados en pacientes con LMC en fase blistica,

Una interesante correlacidn se ha observado en el pa
trén de crecimiento in vitro de células de pacientes con LMA -
y la respuesta a la induccidén de la remisidn por quimioterapia
En general, pacientes cuyas cé&lulas forman grupos pequefios tie
nen una mis alta probabilidad de conseguir una remisién, que -
aﬁuellos-cuyas células forman grupos grandes o no presentan --

formacién de colonias con una alta relacidn grupo-colonia.
ENFERMEDADES MIELOPROLIFERATIVAS.

En un gran nimero de estudios se ha examinado el cre
cimiento caracteristico de células de médula y sangre periféri
ca de pacientes con anemia aplédstica, hemoglobinuria paroxisti
ca nocturna y policitemia vera. En general, las células de ta-
les pacientes muestran uno o mis defectos en el patrén de cre-
cimiento. Las células formadoras de colonias pueden ser de ba-
ja densidad, los cultivos se pueden desarrollar con un nfimero-
reducido de colonias y elevada relacién grupo-colonia o en ---
ejemplos extremos, las células formadoras de colonias pueden--
estar ausentes de la médula. También pueden existir anormalida
dés en la diferenciacidén de las células que proliferan in vi--

tro.
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‘Los patrones de crecimiento de las c&lulas de pacien
tes quienes subsecuentemente desarrollan LMA entre los siguien
tes 2 a 6 meses, sugieren la aparicidn. de sucesiones clonales-
en poblaciones granulopoy&ticas medulares con mis poblaciones-
progresivamente anormales suplantando o suprimiendo poblacio--
nes preexistentes, haspa que finalmente una clona leucémica --
surge. El1 desarrollo de dos o mds de las anormalidades parecen
ser un signo desfavorable y usualmente es seguido de LMA entre

2 a 6 meses.

FORMACION DE COLONIAS EOSINOFILAS.

Afn cuando las colonias eosindfilas se desarrollan -
en cultivos de médula humana o sangre periférica, estimuladas-
una u otra con sangre periférica o con medio condicionado con-
placenta, las colonias eosin6filas .se desarrollan mds lentamen
te que las colonias de neutr6filos y monocitos y tienen su al-

cance méximo aproximadamente al dia 14 de incubacién.

Las colonias eosin6filas se caracterizan por su mor-
fologia compacta, no se pueden distinguir de otras colonias --
en la caja de cultivo. Para contarlas separadamente, las colo-
nias eosin6filas deben ser removidas una por una y tefiidas o -
se debe tefiir el cultivo completo en la caja. Esos procedimien
tos son laboriosos y como consecuencia, no se ha trabajado mu-

cho sobre niveles de células formadoras de colonias eosinéfi -
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las en médula dsea.

Partiendo de observaciones en el laboratorio, dos --
puntos son de inter&s: a) los mieloblastos normales de baja --
densidad en LMC, son capaces de generar algunas colonias eosi-
néfilas ademds de las nuerosas colonias neutréfilas y monoci--
ticas. Esto sugiere que eosindéfilos pueden tambié&n ser miem --
bros de la clona cromosoma Filadelfia positivo, pero esto nece
sita nuevas investigaciones, 'b) las c&lulas formadoras de colo
nias eosinéfilas no son detectables en la médula de pacientes-
con LMA, sin tratamiento o en recaida. Asi, la supresidn de po
blaciones hematopoyéticas normales por la clona leucémica in--
cluye también poblaciones eosindfilas, Por otro lado, las cé&lu
las formadoras de grupos de eosin6filos estdn presentes y una--
pregunta debe ser planfeada, si esas células podrian pertene--
cer a la clona.leucémica. En remi;ién clinica, los niveles de-
células formadoras de colonias eosin6filas son normales o ele-

vadas.
FORMACION DE COLONIAS ERITROIDES.

Hasta ahora, la capacidad de crecimiento de colonias
de células eritropoyéticas a partir de células progenitoras --
en la médula, se ha aplicado en estudios sobre la naturaleza--
de las anormalidades en poblaciomes eritropoyéticas, en pacien

tes con anemia aplédstica, anemia hemolitica o anemia por defi-
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ciencias. Claramente las técnicas pueden tener muchas aplica -

ciones en la investigacibn de esas enfermedades.

En la actualidad, una de las aplicaciones clinicas--
estd basada en la interesante observacién de que el crecimien-
to in vitro-de colonias eritroides, de médula de pacientes con
policitemia vera es aparentemente auténomo y no requiere esti-
mulacidn por eritropoyetina, Esto ha sido usado como una prue-
ba discriminatoria entre policitemia vera y policitemia secun-
daria, ya.que en ésta Gltima, la proliferacidn eritropoyética-
depende de eritropoyetina exdgena al igual que en poblaciones-

normales.

La situacibn de la policitemia vera es de considera-
ble interé&s. Un ntmero de observaciones plantean la probabili-
dad que la policitemia vera sea una neoplasia de c&lulas eri--

tropoyéticas, aunque de un tipo lentamente progresivo.
COLONIAS LINFOIDES.

Existen relativamente pocos estudios que muestran --
las potenciales aplicaciones de téEnicas de clonas para linfo-
citos T o B en pacientes. En una de ellas, se reportd, que las
células formadoras de colonias de linfocitos T eran anormalmente
bajas en la sangre de pacientes con cédncer y en otro estudio,-

se demostrd que la adicibn de suero de pacientes con enferme--
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dad de Hodgkin, linfosarcoma o linfomahistiocitico, aument6 --
grandemente la formacidén de colonias en cultivos de linfocitos
B de ratdn donde la adicién de suero normal actuaba como inhi-
bidor. Hay posibilidad que esos experimentos puedan detectar--
algln regulador circulante de proliferacidn linfocitica andlo-

ga al factor estimulante de colonias granulocito-macr6fago.
FUTURAS APLICACIONES CLINICAS.

Las técnicas de clonas in vitro, pueden ser usadas -
para analizar -poblaciones hematopoyéticas en cualquier padeci-
miento en el cual esté involucrada una poblacién particular.--
Ademds, las técnicas pueden ser usadas para controlar la viabi
lidad de las c&lulas almacenadas para subsecuente trgnsfusiéng
Puesto que los sistemas de cultivo pueden también usarse para-
detectar y medir niveles de varios reguladores especificos que

controlan la hematopoyesis, se usarin en futuros estudios.

En el presente, .no existen técnicas satisfactorias -
para crecimiento de colonias humanas de megacariocitos, linfo-
citos B o células tronculares, pero este ‘campo se estd desa --
rrollando tan ridpidamente que estarin disponibles en un futuro

préximo.



X.- RESUMEN




71

X.-RESUMEN

La produccidn de las c8lulas sanguineas se lleva a -
cabo a partir de las cé&lulas tronculares, y éstas, para mante-

ner la homeostasis tiene la capacidad de auto-renovacidn.

Para obtener informacidén sobre las cé&lulas troncula-
res se han ideado mé&todos de cultivo in vivo e in vitro, basa-

dos .en 1a formacidén de colonias.

Se considera como la c&lula hematopoyé&tica mds primi
tiva a la c&lula troncular pluripotente '"S", ya que de ella se
derivan la célula que da origen a colonias granulopoyé&ticas-mo
nociticas, la célula progenitora de células eritroides forman-
do colonias dependientes de eritropoyetina y la c&lula compro-
metida a originar colonias de megacariocitos dependientes de -

trombopoyetina.

Un microambiente hematopoyé&tico es esencial para la-

funcién normal de las cé&lulas tronculares hematopoyé&ticas.

Con los métodos actuales, es posible identificar y -
enumerar las subpoblaciones de cé&lulas progenitoras hematopo--

yéticas y medir niveles de factores reguladores especificos.
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Los métodos de cultivo de cé&lulas in vitro, se pue--
den usar para analizar poblaciones hematopoy&ticas en padeci--
mientos tales como leucemia granulocitica croénica, leucemia --
granulocitica aguda, anemia apldstica, hemoglobinuria paroxis-
tica nocturna y policitemia'vera o cualquier padecimiento en -
el cual esté involucrada una poblacidn particular asi como me-
dir niveles de reguladores especificos que controlan la hemato

poyésis.
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