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ABREVIATURAS

CFU~L-M = Unidad formadora de colonias linfoides y mieloides.
CFU - S = Unidad formadora de colonias en el bazo
CFU-M = Unidad formadora de colonias megacariocfticas

CFU-G-M = Unidad formadora de colonias de granulocitos y macréfagos

BFU-E = Unidad expansiva de colonias eritroides
CFU-E = Unidad formadora de colonias eritroides
Gr = C&lulag de la serie granulocitica

Mn = C&lulas Mononucleares

Nb = Normoblastos (eritroblastos)

PN = Pronormoblasto

NB = Normoblasto baséfilo '
NP = Normoblasto policromatdfilo

NO = Normoblasto ortocromitico

R = Reticulocito

E = Eritrocito

NCR = Niimero de células rojas circulantes

Hb = Hemoglobina

Hte = Hematocrito

HMC = Hb media corpuscular

CMHC = Concentracidn media de Hb corpuscular
VeM = Volumen curpuscular medio

CNMO = Células nucleadas de médula dsea

PRE = Poblacién de reticulocitos y eritrocitos en médula Gsea



‘ ANTECEDENTES

Es indudable que por su orfgen, su diversidad celular y las
distintas funciones que lleva a cabo, la sangre es un tejido complejo,
éuyo estudio, ademds de fascinante, es fundamental para la medicina y
para muchas dreas de la biologfa.

En los vertebrades, la sangre es responsable del transporte de
oxigeno hacia todos los Srganos y tejidos del cuerpo (1); 1las células
que intervienen directamente en este proceso son los eritrocitos, los
cuales contlenen en su interior a 1la hemoglobina, protelna que une a
dicho pgas en los sitios donde la presidn parcial del mismo es alta y
lo libera donde es baja, permitiendo asf, la oxigenacidn de todas las
células del organismo (2,3).

Los leucocitos participan activamente en el reconocimiento de
agentes extrafios al organismo: los linfocitos son los encargados de la
sintesis de anticuerpos, mientras que los monocitos y los distintos
tipos de granulocitos se encargan de fagocitar a dichos agentes (4).

Por otra parte, la sangre actila como un tejido de comunicacidn
entre diferentes Jrganos, transportando hormonas, metabolitos,
nutrientes, etc., desde los sitios donde son producidos, liberados o
absorbidos, hasta los Srganos donde serdn utilizados, almacenados o
degradados (5).

Desde hace varios afios se sabe que alteraciones en el tejido
sangufneo dan como resultado trastornmos fisiolfgicos a distintos ni-
veles, pudiendo llegar a ocasionar, en algunos casos, la muerte del
individuo, Dichas alteraciones involucran, generalmente, al sistema
hematopoyético; asi, enfermedades como la policitemia vera, policite-
mia secundaria, anemia apldstica, anemia siderobldstica, talasemia,

metaplasia mieloide, leucemia mieloide, etc., tiemen su orfgen a mivel



de los precursores de las células circulantes (6,7), por lo que desde
el punto de vista médico es absolutamente necesario el estudio del
sistema generador de las células sangufneas.

Ahora bilen, desde el punto de vista de la diferenciacién celular,
la hematopoyesis constituye un modelo muy interesante, pues diversos
estudios han demostrado que las plaquetas, los eritrocitos y los
distintos tipos de leucocitos se ot}ginan a partir de un precursor
comiin (8).

Actualmente, laboratorios de diversas partes del mundo realizan
investigaciones sobre diferentes aspectos de la hematopoyesis, sin
embargo, &sta continda encerrando una gran cantidad de incdgnitas, ya
que son numerosos, varlados y complejos los factores y mecanismos
. involucrados en la produccién de todos los tipos celulares sangufneos.

Desde hace miis de 10 afios, en el laboratorio de Biologfa Molecu-
lar de la Facultad de Ciencias, U.N.A.M., se realizan estudios encami-
nados a conocer los procesos bloquimicos y celulares involucrados en
la formacidn de la sangre, particularmente en la produccidén de los
eritrocitos, de tal forma que se ha logrado caracterizar el comporta-
miento del sistema eritropoyé@tico del conejo durante un estado de
anemia crénica inducida por sangrado.

Sin embargo, lcdmo reacciona dicho sistema una vez que el estimu~
lo del sangrado deja de presentarse?. Esta es la pregunta central que
nos ha 1levado a la realizacidn del presente trabajo. En &1 hemos
estudiado los cambios que ocurren tanto en sangre como en médula dsea,
desde que el organismo deja de ser sangrado, hasta que alcanza las
condiciones normales. Lo anterior nos ha permitido conocer mis a fondo

ciertos aspectos de la regulacidn y cinética de la eritropoyesis.



INTRODUCCION

Las células presentes en 1la circulacién sanguinea han  sido
clasificadas en tres grandes grupos: células rojas o eritrocitos,
plaquetas o trombocitos y células blancas o leucocitos (9). Estas
dltimas, a su vez, se dividen en cinco tipos diferentes: Eosinéfilos,
baséfilos, neutrdfilos, monocitos y linfocitos (10)., Todas ellas
tienen periodos de vida en circulacién relativamente cortos y ademis
son incapaces de dividirse y proliferar ({(a excepciSn de los
linfocitos). Lo anterior hace necesaria la presencia de un mecanismo
generador de dichas células, que lleve un aporte continuo hacia la
circulacidn, de tal forma que se mantengan las cantidades adecuadas de
los distintos tipos celulares. Dicho mecanismo se conoce con el nombre
de hematopoyesis y los centros donde se lleva a cabo son los llamados

Srganos hematopoyéticos (11).

La hematopoyesis durante el desarrollo del mamffero

La hematopoyesis ha sido ampliamente estudiada en diversas
especies de mamfferos, aiendo particularmente -abundantes los trabajos
hechos en ratones, conejos, perros y en el hombre.

En todo mam{fero la actividad hematopoy@tica se inicla antes del
nacimiento y permanece hasta la muerte del organismo, existiendo
distintos periodos hematopoyéticos durante el desarrollo (11).

La hematopoyesis prenatal comprende tres periodos. E1 primero de
ellos es el llamado periodo Mesobldstico, que se presenta durante la
etapa embrionaria. La matriz de la cual derivan las células sanguineas
es el tejido conectivo embrionario, el mesénquima. En el embrién
humano, las primeras células sangufneas son formadas en las numerosas

islas sanguineas del saco vitelino, primer Srgano hematopoyético (i2).



De acuerdo con Maximow, las células de dichas islas pueden diferen-
ciarse en dos direcclones: las celulas periféricas dan origen a las
paredes de los primeros conductos sangufneos, mientras que las células
centrales se conviertenm en las células hematopoyéticas primitivas
(13). Se ha propuesto que las c&lulas pluripotenciales de las islas
sangulneas del saco vitelino son las finicas células hematopoyéticas
formadas de nova (14), teniendo la capacidad de migrar a través de la
circulacidn y colonizar érganos especificos, haciéndolos, asf, Srganos
hematopoyéticos.

El gegundo periodo es el periodo hepdtico, el cual ocupa alrede-
dor del 80% de la actividad hematopoyética durante la gestacidn en los
ratones y especles afines (15). En los humanos es el principal centro
hematopoyético del segundo al sexto mes. Al mismo tiempo que en el
AhigaA;; .héy -hemat;po§esis en él bazo y én el timo, aiﬁ embargo, en
ellos 1la actividad hematopoy8tica es de menor duracidn y magnitud
(12).

El perfodo final de la hematopoyesis prenatal es el periodo
mieloide, gque tiene lugar en la mfédula Ssea. En el humano, este
periodo se inicia alrededor del quinto mes y es el nds importante
durante los filtimos tres meses de gestacién (12).

Durante el desarrollo post-natal de los mamiferos, la actividad
hematopoyética se localiza en dos tipos de tejidos, el linfdtico y el
mieloide. El primero estd constituldo por los nédulos linféticos no
encapsulados, los ganglios linfdticos, el bazo y el timo, siendo
todos ellos centros predominantemente linfopoy&ticos (1). Por su
parte, el tejido mieloide corresponde a la médula &sea, donde se

producen erltrocitos, plaquetas, granulocitos, monocitos y linfocitos
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Han sido descritos dos tipos de médula §sea, la m@dula Gsea roja
y la amarilla (1,9). El primero de ellos es también llamado médula
fsea activa o hematopoy&tica, en ella se producen todas las células
sanguineas, y su color es debido al contenido de eritrocitos y sus
precursores, La médula amarilla o inactiva estd compuesta por células
adiposas y no interviene, segin parece, en la produccidn de las célu-
las de la sangre.

Al nacer, casl la totalidad de la médula Ssea de los mamIferos es
roja; conforme el organismo crece y se desarrolla, la médula awmarilla
se va extendiendo, de tal forma que la médula roja queda confinada a
los huesos del esqueleto axial (esternén, costillas y vértebras) y a
los extremos proximales de los huesos largos (16). Sin embargo, la
médula roja puede reexpanderse cuando cilertas condiciones  del
organismo  demandan un incremento en 1a produccidn de c&lulas

sanguineas {17,18,19).

v
\

Estructura de la Médula Osea

La médula ésea es el wis complejo y, por diversas razones, el mis
{mportante de los Grganos hematopoyéticos en el mamffero adulto (11).
Estd formada por dos componentes, el estroma medular y cé&lulas
hematopoyéticas.

Dentro de los elementos del estroma se encuentran tres tipos
celulares: cé&lulas ostedgenas, células endoteliales y células
perivasculares (reticulares). Todas ellas en conjunto, y apoyadas en
una matrfz extracelular constitufda por coldgena, proporcionan el
armazén principal de sostén para la médula osea (1), Dicho armazén

consiste en una red, muy blen organizada, de conductos sanguineos
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(venas, arterias y sinusoides), los cuales dejan espacios en donde se
desarrollan las células hematopoyéticas (20,21).

Los sinusoides act@ian como medios de conexifn ente los conductos
arterifales y venosos. Son mucho wmiAs anchos que los capilares
ordinarios, presentando una membrana basal muy delgada y discontinua,
a través de la cual, salen las células sangufneas maduras hacia 1la
circulaci&n (20). El estroma no sdlo act@ia como medio de soporte para
la hematopoyesis, sino que desempefia un papel muy activo en la regula-

cidn de é&sta,

La Hematopoyesis: Modelos y Regulacidn.

Desde finales del siglo pasado las células, hematopoyéticas han
sido objeto de diversos estudios, e incluso a principios del presente,
se formularon modelos para explicar su origen (13). Algunos de ellos
proponfan que todas las células sangufneas se forman apartir de un
precursor comin, mientras que otros establecen que cada una de ellas
tiene su origen en un precursor diferente. Las respuestas a este
problema comenzaron a surglir en 1961, con los trabajos de Ti{ll y
McCulloch (22), 1los cuales, ademis, marcaron la pauta a segulr en las
investigaciones modernas sobre la hematopoyesis.

Dichos trabajos tienen antecedentes fundamentales en los
experimentos realizados por Jacobson y cols. (23,24) y Ford y cols.
(25); Estos investigadores demostraron que el bazo desempefia un papel
primordial en la recuperacidn y sobrevivencia de ratones que habfan
sido irradiades, y que lo anterior era debido a la actividad hematopo-
yética de dicho Srgano.

.

Till y McCulloch establecieron una técnica que permite estudiar



in vivo, el origen de las células hematopoyéticas. La técnica consiste
en lo siguiente: Cuando un ratdn es expuesto a una dosis
potenclalmente letal de radiaciones ionilzantes, los tejidos
hematopoy8ticos del wmismo son suprimidos del todo, Si la operacidn
anterior va seguida de la inyeccidn de una suspensidn de 105 células
isogénicas normales de m&dula &sea, el animal sobrevive vy,
aproximadamente ocho dfas depués, se encuentran nddulos independientes
en el bazo. Cada nddulo consta de diversas clases de cé&lulas
hematopoyéticas reconocibles y de sus precursoras. Poco despufs fue
demostrado que cada colonia surge de una sola célula (26).

Igualmente importante fue el hallazgo de que en dichas colonias
estaban presentes células capaces de dar origen a nuevas colonias, al
ser inyectadas a ratones irradiados (27).

Fue  asI como se dedujo la existencia de un tipo celular
pluripotencial en la m&dula Ssea de ratones, capaz de dar origen a las
diversas clases de cé&lulas hematopoydticas y ademis, capaz de
autoreplicarse; dicha cé&lula fue denominada Unidad Fotmadora de
Colonias en el Bazo (CFU-S, por sus siglas en inglés) (285-: Quedd
establecido entonces, que las c&lulas madre hematopoy&ticas deben
cumplir con dos funciones principales: 1) Diferenciarse en los
elementos sanguineos maduros y 2) autorrenovarse para mantener la
poblacidn de c&lulas madre (29).

En circunstancilas normales, la gran mayoria de las CFU-S se
encuentran en médula Gsea, de un 2% a un 4% estdn presentes en el bazo
y 86lo un pequefio niimero en la sangre periférica (28). Sin embargo, es
blen sabido que bajo ciertas condiciones fisioldglcas puede
presentarse una migracidn masiva de CFU-S a través del torrente san-

gufneo, de tal manera que dicha proporcién cambie (30,31).



La frecuencia de CFU-S en bazo y médula Ssea de ratones es muy
baja; en algunos trabajos se propone que en toda la médula Gsea de un
ratén adulto hay aproximadamente 45000 CFU-S y 7000 en el bazo (11);
otros estiman que por cada 105 células nucleadas de médula dsea hay
entre 6 y 56 CFU-S (32). Por otra parte, se ha demostrado que 1la
distribucidn de CFU-S en los huesos no es homogénea, sino que presenta
un patrdn determinado (33,34).

Con respecto a la caracterizaclén morfoldgica de las CFU-S, los
problemas han sido aiin mayores, pues, como hemos visto, su frecuencia
en los distintos Srganos hematopoyéticos es muy baja, ente 0.2y 0,75
(35). Sin embargo, se han establecido técnicas que han permitido
obtener fracciones enriquecidas de CFU-S a partir de médula Ssea de
ratones (36,37}, de tal manera que se sabe que son cé&lulas mononu-
cleares, muy semejantes a los linfocitos y con un difmetro de 6-7 .
Existen también, trabajos llevados a cabo en el hombre, que sugieren
que dichas células son parecidas a los linfocitos circulantes, aunque
de mayor tamafio (38).

Los estudlos referentes a la composicidn celular de las colonias
formadas en el bazo, demostraron la total ausencia de células
linfoides (39), lo que en un principio cred un gran desconclerto, pues
el orfgen de estas células continuaba siendo una incdgnita. Sin
embargo, Abramson, Miller y Phillips en 1977 (40) y mis recientemente
Keller y Phillips (41) han demostrado la presencia, tanto in vivo como
in vitro, de una poblacidn celular anterior a las CFU-S capaz de dar
origen a &stas y a los precursores linfoides y que ha sido denominada
CFU-L-M.

En los iltimos quince afios, el estudio de la hematopoyesis in
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vitro, empleando distintos tipos de medios de cultivo, ha alcanzado
gran relevancia (42), de tal forma que ha sido posible desarrollar
modelos muy completos sobre las diferentes lineas de diferenciacidn.
Al mismo tiempo en que se han ido estableciendo las relaciones
filéticas entre los diversos tipos de células sanguineas y sus
precursores hematopoy&ticos, se han realizando innumerables trabajos
con el fin de conocer los mecanismos y factores reguladores de la
hematopoyesis (43). Al respecto, han sido identificados y caracteriza-
dos diversos factores involucrados en la proliferacién y diferencia-
cidn de las células hematopoyéticas, sin embargo, es importante indi-
car que muchos de los estudios han sido hechos in vitro, por lo que no
necesariamente reflejan de manera total lo que ocurre en el organismo.
Se sabe que la proliferacién de las células hematopéyéticas
pluripotenciales es regulada por factores  tanto inhibidores  como
estimuladores (44,45), los cuales son producidos por cé&lulas que
forman parte de los que Curry y Trentin denominaron Microambiente
Inductive Hematopoyético (46). Ahora blen, para explicar 1la
diferenciacidn de dichas cZlulps existen dos modelos: el primero de
ellos establece que la diferencilacidn es un fendmeno estocastico, esto
es, que al azar las CFU-S siguen una u otra linea hematopoyética. Por
su parte, el segundo modelo propone que la diferenciacidn de las
células pluripotentes es regulada por fa?tores humorales (44).
Recientemente han sido publicados trabajos en los que se
demuestra que el estroma medular juega un papel muy importante tanto
en la proliferacidn como en la diferenciacidn de las células madre

hematopoyéticas (47,48).
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PROGENITORES
LINFOIDES

CFy-M ——p MEGACARIOCITOS —— PLAQUETAS

CFU-G-M MONOCITO-MACROFAGO ~— MONOCITOS
) ——t O — ¥ GRANULOCITOS-ALMACEN — GRANULOCITOS

CFU-L-M  CFU-§

—v O—’ CELULAS ERITROIDES — ERITKOCITOS
BFU-E CFU-E

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 Granulocfticas y
Macr&fagos

CFU-M Unidad Formadora de Colonias Megacariociticas

BFU-E Unidad Expansiva de Colonias Eritroides
CFU-E Unidad Formadora de Colonias Eritroides

FIG. 2: MODELO DE LA HEMATOPOYESIS (B)
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Con respecto a la regulacifn a nivel de las células comprometidas
y diferenciadas, el panorama es bastante complejo ya que existen
diversos tipos de interacclones celulares que incluso, dinvolucran a
las c&lulas circulantes (49).

La regulacién de 1la wmegacariocitopoyesis comprende la
participacidn de factores humorales, trombopoyetinas, que actdan a
nivel de las CFU-M. Son producidas en el rifidn y probablemente también
por las mismas palquetas (50).

En la regulacidn de la granulomonopoyesis estd involucrado un
grupo de sustancias al que se le ha llamado Actividad Estimuladora de
Colonias, el cual es producido tanto por los linfocitos T como por los
macrdfagos y monocitos; dichas sustancias actiian sobre las CFU-GM
estimulando su proliferacidn (49,51). Se sabe también, de la presencia
de factores que tienen efectos negativos en la produccidn de
granulocitos y monocitos, algunos de elles son calonas, producidas
por los neutrdfilos circulantes (49).

La linfopoyesis tambi&n ha sido objeto de numerosos estudios. En
ella participan diversos factores, algunos de los cuales todavia no
han' sido bien catactevrizados. El esquema general de esta 1inea
hematopoyética parece indicar que existen, a su vez, dos vias de
diferenciacidn, una de los linfocitos T y otra de los linfocitos B

(40,41,52).

La Eritropoyesis

La eritropoyesis es, sin duda, la 1lfnea de diferenciacidn
hematopoyética mejor conocida., Comprende todo un conjunto de procesos
bloquimicos y celulares que dan por resultado la producciiin adecuada

de eritrocitos (53). El estudio de esta via tiene sus orfgenes en el
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siglo pasado, cuando en 1868 Neumann publicé sus resultados en los que
establecfa que los eritrocitos humanes se originan de células
precursoras nucleadas presentes en la médula Bsea (54).

Desde 1la primera mitad de este siglo se sabe que existen cinco
estadios anteriores al eritrocito circulante, todos ellos son
morfoldgicamene reconocibles, 1lo que ha permitido su completa
caracterizacién (12); sin embargo, graclas a las técnicas
desarrolladas en los dltimos 15 aflos para el estudio de 1la
eritropoyesis, se ha logrado detectar y caracterizar funclonalmente un
grupo de precursores eritroides anterior a los ya mencionados, pero no
identificable morfoldgicamente (55). 4

Los trabajos de Axelrad y cols. (56,57) a mediados de los 70's
demostraron que este {dltimo grupo de precursores esti formado por, al
menos, dos poblaciones celulares diferentes: las Unidades Expansivas
de Colonias Eritroides (BFU-E) y las Unidades Formadoras de Colonias
Eritroides  (CFU-E). Ambas poblauclones son sensibles a la
eritropoyetina, hormona involucrada en la regulacién eritropoyética
(58).

Las BFU-E tienen caracteristicas fisicas y funcionales que las
sitdan cerca de las CFU-5. Se ha demostrado que su tamaiio y densidad
es muy similar a lo reportado para estas dltimas (59). Por otra
parte, la correlacidn entre el andlisis del contenido de CFU-S y el de
BFU-E en las colonias particulares del bazo, indica la existencia de
una relacidn Intima ente ambas (55). Todo parece indicar que las BFU-E
son descendientes de las CFU-S, 1las cuales, como es sabido, no son
sensibles a la eritropoyetina (60).

Las CFU-E por su parte, se originan de las BFU-E. Esta poblacidn



estd separada de las células eritroides reconocibles por selo 2 § 3
generaciones celulares (61), y, a diferencia de las BFU-E, no presen-~
tan correlacién alguna con las cifras de CFU-S. El1 tamafio de 1la
poblacién de CFU-E es muy sensible a camblos fisiolégicos; en ratones
hechos policitémicos a través de hipertransfusiones, los niveles de
CFU-E descienden hasta a un 90%, wmientras que en ratones anémicos la
poblacién aumenta al doble o triple (62). En ambas situaciones 1la
poblaciSn de BFU-E no cambia significativamente.

A pesar de la caracterizacidn bioquimica y cinética que de ambas
poblaciones se ha hecho, su morfologia no ha sido claramente
establecida. Se ha propuesto que son células de 8 a 12n de didmetro
con un nicleo 1irregular y de cromatina dispersa, su citoplasma
contiene numerosos ribosomas libres y poco retfculo endopldsmico (63).°

Las CFU-E dircctamente originan a los precursores eritroldes
identificables morfoldgicamente. Estos han sldo caracterizados en el
humano (7,9,12,53,54) y ecn otros mamiferos. En orden creciente de
maduracidn los estadios son: pronormoblasto (PN), normoblasto bas§filo
(NB), normoblasto policromatdfilo (NP), normoblasto ortocromitice (NO)
y reticulocito. Los cuatro primeros son estadios nucleados, mientras
que el Gltimo carece de niicleo; el eritrocito de los mamfferos es, por
consiguiente una c&lula anucleada (54).

A lo largo de esta secuencia de maduracifn se presentan una
serie de camblos bloquimicos y morfoldgicos, como son: a) disminucidn
en el didmetro celular, condensacién del ndcleo hasta ser expulsado en
el estadio de normoblasto ortocromitica, incremento en la sintesis y
acumulacién citopldsmica de hemoglobina, etc. (54,64). Actualmente se
han desarrollado técnicas que permiten separar a cada uno de estos

estadios y poder, asf, realizar una caracterizacidn muy fina de ellos
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a nivel molecular (65-69).

Con respecto a la expulsidn del nicleo, se ha demostrado que
dicho organelo sale completo de la célula, rodeado de un anillo
delgado de citoplasma y megbrana, sin sufrir ruptura alguna (70).
Algunos autores proponen que cuando la acumulacidn de hemoglobina en
el citoplasms llega a una concentracidn critica, el nicleo es
expulsado (71); por su parte, Tavassoll y Crosby (72) concluyen que el
problema es puramente mecdnico, es decir, que al intentar pasar a la
circulacifn a través del sinusoide, el citoplasma, gque es flexible,
logra hacerlo, pero el nicleo, mis rigido, no, produciéndose una
ruptura que origina la pérdida del ndcleo y la salida del reticulocito
a la circulaciin. Sin embargo, existen datos de que en condiciones de
anemia experimental inducida hay una salida masiva de normoblastos a
" la’ circulacidn (73) e incluso de que la expulsidn del nidcleo pucde
ocurrir ahf mismo (74).

En el humano, 1la vida promedio del eritrocito en la circulacién
es de 120 dfas. A medida que envejece, su superficie membranal va
sufriendo alteraciones, de tal forma que al pasar por 6rganos como el
bazo, es removido de la circulacién (1,5,9).

En la figura 3 se presenta el modelo general de la eritropoyesis

en el humano, de acuerdo a Lessin y Bessis (54) y a John Paul (63).
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Regulacidn de la eritropoyesis:

La presencia de un factor humoral que regula la eritropoyesis fue
propuesta por primera vez a principios de siglo y demostrada
plenamente en 1la década de los 50's (55,64,75); dicho factor fue
denominado eritropoyetina. Es producido principalmente por el riiién,
en respuesta a un contenido bajo de oxIgeno en la sangre en relacidn a
la demanda del mismo; se encuentra en el plasma y se elimina por la
orina (64).

La eritropoyetina es una glucoproteina de peso molecular aproxi-
mado a 34,000 (76). Exia:eﬂ dos fﬁrmaso( yp, ambas con actividad
bloldgica, difiriendo solamente en su composicién de carbohidratos
(77). Se sabe que las principales células blanco de la eritropoyetina
son las CFU-E, aunque se ha demostrado también, que act@a a nivel de
algunos de los precursores reconocibles morfoldgicamente (78). A nivel
molecular, la eritropoyeciuna induce y acelera tanto la transcripcidn
como la traduccidn de las globinas (77), e interviene en la regulacidn
de la sintesis de hemo (79).

En la década pasada fue descrito otro factor humoral que
interviene también en la regulacidn de la eritropoyesis, sin embargo,
&ste actda a nivel de los precursores mis inmaduros, esto es, las BFU-
E. Este factor es denominado Actividad Promotora de Estallidos (BPA)
(80) y parece ser que en realidad la BPA es una familia de factores
que actian conjuntamente induciendo la proliferacién de las BFU-E
(55). Ha sido demostrado que tanto las células T, como los monocitos
son fuentes productoras de BPA (81,82).

Ademéis de la eritropoyetina y la BPA, existen diversos factores
involucrados en la regulacién eritropoyética, como por ejemplo: el

factor estimulador de eritroblastos y las prostaglandinas (77), el
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propio hemo (83) y la transferrina (84), aunque se ignora el modo de
accidn de algunos de ellos.

Los grupos de Zucker, en Nueva York y de Jacobs en Gales, han
demostrado que en pacientes con céncer la' eritropoyesis se ve
grandemente afectada, debido, probablemente, a la presencia de

factores producidos o activados en tales condiciones (85,86).
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OBJETIVOS

Desde hace aproximadamente 13 afios, en el laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias, UNAM, se realiéan estudios,
tanto a nivel bloquimico como celular, sobre los mecanismos de forma-
cidn de la sangre y de manera particular, sobre las vias metabdlicas
del hierro para su incorporacidén en la biosIntesis de la hemoglobina.

Para tales estudios, se ha desarrollado un sistema in vivo en el
conejo, al cual, se le induce una anemia crénica por sangrado diario,
de tal forma que la eritropoyesis se amplifica considerablemente (87).
Ante el estimulo del sangrado, se presenta una respuesta bastante
compleja en la que estdn involucrados cambios en la actividad y
concentracién de algunas protelInas séricas (88,89), asf como en la
cinética y produccidn de células nucleadas tanto en la sangre (73)
como én la médula 6sea (90). Ademds, se ha demostrado que la wmixima
respuesta, en cuanto a produccifn de células rojas se reflere, se
alcanza cuando son extrafdos dilariamente de 9 a2 12 ml de éangre por kg
de peso del animal (84). Después de 10 dfas de sangrado, el sistema
llega a una nueva etapa de equilibrio, en la que permanece mientras
esté presente el estimulo,

Ahora bien, buscando ampliar nuestro conocimiento sobre el
sistema  hematopoy@tico del conejo, he decidido estudiar su
comportamiento durante. el perfodo de recuperacidn. Si se deja de
sangrar al animal, es de esperarse que regrese a las condicones
normales, sin embargo, ¢en culinto tiempo lo hace?, ({qué cinética
siguen los distintos pardmetros hematoldgicos?, (qué ocurre a nivel de
las poblaciones celulares hematopoyéticas de la médula &sea?, estas
son algunas de las preguntas que busco contestar por wmedio del

presente trabajo. En él, he estudiado los cambios que se presentan
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tanto en la sangre como en la médula dsea, desde que el conejo deja de
ger sangrado, hasta que alcanza las condiciones normales, enfocando mi

atencidn de manera especial, a la eritropoyesis.
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MATERIALES Y METODOS

a) CARACTERISTICAS DE LOS CONEJOS

Para todos los experimentos se utilizaron conejos Nueva .Zelanda
blancos, cuyas edades fluctuaban entre los 4 y 10 meses, y 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. Todos ellos fueron criados en el

bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM.

b) INDUCCION DE ANEMIA

Los conejos fueron sangrados diariamente por puncidn cardiaca. El
volumen de sangre a extraer se determind de acuerdo al peso corporal
del animal, temoviéndose en”todos los experimentos nueve mililitros
diarios por kg de peso. La sangre se colectd en jeringas de vidrio de
30 y 50 ml, previamente enjuagadas con &cido etilendinitrilo
tetraacético,, sal disddica (Tritriplex III, Merck) al 202 p/v, en
0.15 M NaCl, pH=7.3 como anticoagulante. La sangre extraida se

transfirid a probetas de vidrio mantenidas en hielo,

¢) MEDICION DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS

El nimero de células rojas por mm3  (NCR), hematocrito (Htc),
volimen corpuscular medio (VCM) y niimero de cé&lulas nucleadas por nm3
(CN) fueron obtenidos directamente en un Coulter Counter Model 2Zf
(Coulter Electronics, Inc.); la concentracién de hemoglobina fue
obtenida en un Coulter Hemoglobinometer (Coulter Electronics, Inc.)

El porcentaje de reticulocitos fue obtenido mediante la tincién

con el colorante azul de cresilo brillante (Merck), de acuerdo a la
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técnica descrita por Atwaster y Erslev (91). A partir de este
pardmetro, se pudo cuantificar el niimero de reticulocitos circulantes
de la siguiente manera:

2 ReticulocitossNCR = Reticulocitos/mm3
100

La cantidad de hemoglobina que contiene, en promedio, cada c&lula
(CMH) se obtuvo mediante la siguiente relacidn:

Hemoglobina (gr/100 ml) = HMC (pg)
NCR

La concentracidn media de hemoglobina  cerpuscular (CMHC) se
obtuvo empleando la siguiente férmula:

Hemoglobina {gr/100 ml) = CMHC (gr/100 ml)
Hemactocrito

d) EXTRACCION DE LA MEDULA OSEA

Se sacrificd a cada conejo desnucdndolo, después de lo cual se
extrajeron los fémures, tiblas y hlmeros. Cada hueso fue abierto con
pinzas por ambos extremos, de tal forma que por uno de ellos se
introdujo una jeringa que contenfa solucidn salina G-BSA (SS-BSA), y
por el otro extremo salfa la mezcla de médula &sea y solucidn.

Dicha mezcla fue vertida en un vaso de precipitado de 400 ml., el
cual se encontraba en un recipiente con hielo. La médula de todos los
huesos fue colocada en el mismo vaso. La extraccién fue hecha lo mis

ripldamente posible.

e) PROCESAMIENTO DE LA MEDULA OSEA

Inmediatamente después de extrafda, la médula Ssea suspendida en

SSG-BSA, fue filtrada a través de cuatro capas de gasa para eliminar
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restos de tejido graso, miisculo y fragmentos de hueso. Luego se
centrifugd a 1 200 rpm durante 10 min a 6°C, en una centrifuga Beckman
Modelo TJ-6. Al terminar, los sobrenadantes se descartaron y los
paquetes celulares se reguspendieron en SSG-BSA juntdndose todos ellos
en un tubo de Kolmer, manteniéndose siempre en frio. Posteriormente la
muestra fue centrifugada durante 10 min. a 1200 rpm en una centrifuga
clfnica Adams-Dynac con cabezal de columpio CT-1350 a temperatura
ambiente., El sobrenadante fue descartado y el paquete celular
resuspendido una vez mds en $SG-BSA. Este procedimiento se repitid dos
veces mds, al final de los cuales se midid con exactitud el volumen
total de la muestra resuspendida. Después de 8sto se efectud el conteo

de células y por dltimo se hicieron frétis.

f) CONTEO DE CELULAS OBTENIDAS

La cantidad total de ec&lulas obtenidas en la extraccién de médula
Gsea se determind en'un contador electrénico Haema Count MK-2S, _Se
tomaron 20 M1 de muestra que fueron dilufdos en 16 ml de Isotén,
haciéndose una dilucién 1:800. De &sta, se tomaronm a su vez 100 pl y
se llevaron a un volumen de 10 ml, lo que represent§ una dilucidn
1:80000, Fue esta @iltima la que sirvid para determinar el niimero total
de cé&lulas obtenidas, el cual es expresado por el contador como:
niimero de células x 106/mm3,

Posteriormente, dicho nimero se multiplicé por mil para obtener
la relaciSn: niimero de células x 109/ml, y finalmente se multiplicd
este dltimo por el voldmen total y asi conocer el nilimero total de

células extraidas.
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g) PREPARACION DE LOS FROTIS

Los frotils fueron hechos en cubreobjetos de 22 x 22 nmm de tamafio
(92); en uno de ellos, sosteniéndo solo por los bordes, se depositd
una gota de la muestra de médula &sea con pipeta Pasteur. Otro
cubreobjetos fue colocado sobre el primero de tal forma que quedaron
cruzados y con las puntas libres, distribuy@ndose la muestra entre
ambos, Ripidamente se separaron los cubreobjetos con un movimiento de
deslizamiento horizontal. Los frotls se dejaron secar a temperaura

ambiente.

h) TINCION DE LOS FROTIS

Una vez secos, los frotis se tifieron 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 solucidn se
dejé reposar durante 5 dfas, después de los cuales se filtrd (92),
posteriormente se hizo una dilucién 1:2 con metanol (12) y quedd lista
para su ueo, El colorante es una mezcla de azul de metileno que se
calienta en una solucidn de bicarbonato de sodic y eosina. El azul
tifie los componetes celulares 4&cidos, como el niicleo y el RNA
citopldsmico; por su >parte la eosina, que es roja, tifie los
componentes celulares bdsices, Algunas estructuras se tifien con ambos
componentes, adquiriendo un color rojo violeta.

Cada frotis se cubrid completamente con el colorante durante 2
minutos y al cabo de eate tiempo se diluyd con agua destilada, sin
tirar el colorante; asf permanecid otros 7 minutos, luego se lavé con
abundante agua de la llave. Se de}d secar a temperatura ambiente y por
dltimo se montd en un portaobjetos scbre una gota de aceite de

inmersidn (Merck).

25



1) CONTEO DIFERENCIAL

Los frotis se observaron en un microscoplo de contraste de fases
SPENCER  (American Optical Corporation), usando el objetivo de
inmersidn (100x). Se utilizd un teclado Clay-Adams de 8 teclas,

contdndose alrededor de 1,200 células por corejo.

3§) MEDICION DEL DIAMETRO CELULAR

Se hizo en un fotomicroscopioc II Carl Zeiss, empleando el
objetivo de inmersién (100x), y un ocular con rejilla graduada. Se
midieron aproximadamente 60 c€lulas de cada estadio de maduracidn, por

conejo.

k) SISTEMA EXPERIMENTAL

En nuestro laboratorio se ha demostrado que al inducir una anemia
crénica por sangrado diario en el conejo, el sistema eritropoyético de
éste se amplifica, de tal forma, que se presentan cambios notables
tanto en la circulacidn sanguinea como en la médula Gsea (73,84,90).
La wmixima respuesta de dicho sistema se alcanza cuando son removidos
diariamente de 9 a 12 ml de sangre/kg de peso corporal del animal.

A lo largo del sangrado se presentan distintas etapas: la primera
de ellas corresponde al dfa 0, en el que el conejo se encuentra en
condiciones normales, esto es, no se ha iniciado la anemia. La segunda
etapa comprende los sigulentes seis dfas, en los que se presentan
descensos muy marcades en cuanto a NCR, Htc y Hb; entre el cuarto y
sexto dfa de sangrado dichos pardmetros llegan a sus valores mis

bajos. A partir del dfa 6 y hasta el dia 10 se presenta una etapa de
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recuperacidn y finalmente, del dfa 1l en adelante 1las condiciones
hematoldgicas del conejo permanecen constantes (etapa de equilibrio),
aunque son diferentes de las condiciones normales.

En médula Ssea se observa un aumento absoluto en las poblaciones
de granulocitos (Gr), células mononucleares (Mn) y normoblastos (Nb),
slendo estos {iltimos, los que logran el mayor incremento. La poblacidn
de Mn se estabiliza alrededor del dfa 4, la de Gr en el dfa 8 y la de
Nb en el dfa 12. Con respecto al porcentaje de cada uno de los
precursores eritroides, &stos se mantienen pricticamente sin cambios
importantes; por otra parte, en cada uno de ellos se observa un
aumento en el didmetro celular.

Para la realizacifn del presente trabajo, los conejos empleados
fueron sangrados durante catorce dfas consecutivos, hasta alcanzar la
etapa en la que tanto sus pardmetros sangulneos como los de médula
Ssea se encontraban en equilibrio. A partir del l4avo dfa de sangrado,
los conejos se dejaron recuperar de la anemia un nimero de dias indi-
cado en las grdficas, al cabo de los cuales se les extrajo una muestra
de sangre y fueron sacrificados. El ndmero de conejos analizado fue de
tres para los dfas 2, 3 y 4 de recuperacidn y de dos para los restan-
tes dfas, ‘

Como se menciond anteriormente, los huesos utilizados fueron
fémures, tiblas y hiimeros. En primer lugar, porque se sabe que son los
huesos largos los que responden mis eficazmente en la produccidn de
c€lulas - sanguineas a estfmulos como la hipoxia (i2); en segundo
lugar, porque son estos huesos los que permiten obtener mayor niimero
de células en cada extraccion de médula Gsea; en tercer lugar, porque
debido a Bu tamafio y localizacidn son fidciles de extraer y manipular.

Al igual que nuestro estudio anterior (90), las c&lulas nucleadas
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de médula Ssea fueron clasificadas, de acuerdo a su morfologfa, en

tres poblaciones.

Granulocitos: Incluyen basGfilos, eosindfilos neutrdfilos y las formas

inmaduras de cada uno de ellos.

Células Mononucleares: Comprenden a linfocitos y sus precursores,
monocitos, células plasmiticas, blastos mononu-
cleares y células no identificables morfoldgi-
camente pero de aspecto semejante a las ante~
riores.

Normoblastos: C&lulas reconocibles, de acuerdo a lo reportado (7,64),

como precursores eritroides nucleados.

La distincidn entre reticulocitos y eritrocitos, tanto en sangre
como en  médula - Gsea, se hizo con base en la tincién con azul de

cresilo brillante (91).
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RESULTADOS

Los resultados de este trabajo serin presentados en dos
secclones, la primera de ellas corresponde al estudio de la sangre
periférica, mientras que la segunda al de la médula Gsea.

Para una mejor comprensidn de los resultados referentes al
periodo de recuperacidn, en las figuras que se presentan mis adelante
he inclufdo los datos correspondientes al periodo de sangrade. En el
caso de sangre periférica, dichos datos fueron obtenidos durante la
inducciSn de 1a anemia para la realizacidn de este trabajo. Por su
parte, la mayorfa de los datos de médula Gsea corresponden a un
estudio hecho con anterioridad en este mismo laboratorio (90); el

resto corresponden a experimentos reallizados recientemente.

I~ Estudio de la sangre periférica

a) Cinética de los pardmetros hematoldgicos.

Como puede verse en las figuras 4,5 y 6, la recuperacién del
conejo ocurri§ en forma bastante rdpida, pues entre los dlas 6 vy 8
degpués del dltimo sangrado alcanzd los valores normales en cuanto a
NCR, Hb y Htc. Ahora bien, dicha recuperacin no se 1llevé a cabo en
forma paulatina, pudiéndose observar lo que nosotros congideramos
cuatro fases, desde que el conejo deja de ser sangrado hasta que llega
a los valores normales. la primera fase, que abarca los dos primeros
dfas de recuperacidn, corresponde al incremento inmediato en los tres
pardmetros; la segunda, es una fase estacionaria que va del segundo al
cuarto dfa; 1a tercera fase corresponde al periodo entre el cuarto y
sexto dfa, siendo muy claro el aumento en dichos pardmetres; por

Gltimo, la fase cuatro constituye el equilibrio definitivo.
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b) Reticulocitos en circulacifn.

Desde el inicio del periodo de recuperacidén el porcentaje de
reticulocitos (R) circulantes descendid en forma paulatina (fig. 7),
hasta el dfa 11, en el q;xe regresa a la normalidad. Sin embargo, al
analizar su niimero en circulacidn, observamos que en realidad, el
descenso e presenta en forma mis drdstica, sobre todo en los primeros
dfas. Incluso podrfa pensarse en la existencla de tres fases: 1la
primera de ellas corresponderia a los dfas 2, 3 y 4, entre los que se
presenta un decremento muy marcado, de hecho el nidmero de R disminuye
a la mitad; la segunda serfa el corto equilibrio entre los dias 4y 6
y la tercera, el descenso hasta llevar al valor normal en el dfa 1l
(fig. 8).

Es interesante destacar fios hechos que se desprenden de 1lo
anterior: en primer lugar, una vez que Se suspendid el sangrado podrfa
esperarse que el nimero de R aumentara, pues su produccién en ese
momento 8e encuentra incrementada, sin embargo, esto no ocurre, ya
que, como se puede ver, entre el dfa 14 de sangrado y el dia 2 de
recuperacidn su ndmero es practicamente el mismo, lo que nos sugiere
que, o muy ripidamente se suspende la produccidn de R, o bien, se
bloquea su salida a la circulacién. En segundo 1lugar, 1la drdstica
disminucidn de su nidmero entre los dfa 2 y 4 es, seguramente, una de

las causas de que se presente la fase estacionaria en el NCR.

¢) Tamafio celular.
Considerando que las células rojas circulantes, particularmente
los eritrocitos, deben cumplir un cierto periodo de tiempo en 1la

sangre, nosotros pensidbamos que el VCM no descenderfa, al menos en
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forma significativa, durante los primeros dfas del periodo de
recuperacién; sin embargo, lo que se observa en la fig. 9 es que de
manera pricticamente inmediata, dicho  pardmetro disminuye
considerablemente. Lo anterior plantea la existencia de dos
mecanismos que estarfan actuando conjuntamente: el primero de ellos
ser{a un cambio rdpido en la produccidn de células rojas, esto es,
dejan de producirse macrocitos, reinicidndose la produceién de
normoeitos; el segundo seria una remocidn extraordinariamente masiva
de macrocitos circulantes.

Ambos mecanismos se ponen de manifiesto al observar las figuras
10, 11 12 y 13. Por un lado, es claro el regreso a 1los valores
normales en el didmetro promedio tanto en eritrocitos (E) como de R,
siendo en estos {Giltimos, muy inmediato, pues en el dfa 4 tienen ya el
didmetro normal, lo que demuestra que las células que se estan
produciendo son normociticas. Por otro lado, al analizar la
distribucién de los didmetros en ambas poblaciones, es evidente la
desaparicidn de la circulacién de las células de mayor tamafio; en el
caso de E, esto dltimo indica que los macrocitos son eliminados de la

circulacién,

d) Hemoglobina intracelular.

La rdpida respuesta del sistema eritropoyético ante la
suspensidn del sangrado vuelve a ponerse de manifiesto al analizar la
cantidad media de Hb corpuscular (HMC), pues dicho pardmetro desciende
en forma inmedlata y paulatina desde el inicio del periodo de
recuperaciodn, hasta regresar a los valores normales alrededor del dfa
8 (fig. 14).

En el caso de la concentracién media de Hb corpuscular, no ocurre
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lo mismo, pues durante el periodo de recuperacién permanece
pricticamente en el mismo valor que durante la etapa de equilibrio del
periodo de anemia; ahora bien, cabe menclonar que la disminucidn en
este pardmetro durante el sangrado, no fue tan marcada como el incre-

mento en HMC.

e) Células nucleadas circulantes

Si bien, es evidente que la eritropyesis respondid en forma clara
e inmediata a la desparicién del sangrado, la leucopoyesis presentd
una cinética realmente sorprendente, pues en el dia 3 el nimero de
células nucleadas circulantes corresponde al de un conejo no anémico,
Lo anterior demuestra que las respuestas de los sistemas eritropoyéti-
co y leucopoyético son qiferentes y por lo tanto, apoya el hecho de
que ambos sistemas son regulados de manera independiente.

Estudios realizados en este laboratorio (73) han demostrado que
dentro de la poblacién de c&lulas nucleadas circulantes en conejos
anémicos, se encuentran normoblastos, por lo que no podemos atribuir
dicha respuesta solamente a las c&lulas blancas, aunque €stas

constituyen la gran mayoria.

II - Estudio de 1a mEdula &sea

Afin cuando lo resultados observados en la sangre periférica ponen
de manifiesto la complejidad del sistema hematopoyético y reflejan,
de una manera general, la respuesta de &ste ante la suspensidn del
sangrado, es un hecho que para poder obtener una informacidn més
completa y comprender mejor la dindmica de produccién de las células

sangufneas en nuestro sistema experimental, es necesario el estudio de
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lo que ocurre con las diferentes poblaciones celulares de la médula
sea, pues es ahl donde tienen su origen la mayor parte de los camblos

que se presentan en la circulacidn.

a) Actividad hematopoyética de la m&dula Gsea.

Durante los primeros dias del periodo de recuperacidn, el niimero
total de células obtenidas en la extraccidn del wmédula &sea (NTC)
siguid una cinética muy irregular, alcanzando proporciones superiores
a las de la etapa de equilibrio durante los dfas de sangrado (fig.
16).

Ahora bien, al seguir dnicamente a las células nucleadas de
médula Gsea (CNMO), observamos que 6u cinética de recuperacién fue mas
clara, regresando a los valores normales en el dfa 15. Por lo tanto,
es evidente que la cin@tica que presentd el NTC es debida, en gran
medida, a la poblacidn de R y E (PRE) presentes en médula &sea,
poblacidn que, como puede verse, incrementd enormemente su niimero.

Es importante destacar que mientras en sangre las células rojas
regresan a su niimero normal alrededor del dia 8 y las blancas en el 3,
la poblacién total de células hematopoyéticas lo hace hasta el dfa 15,
lo que resultd, hasta clerto punto sorprendente, pues antes de iniciar
este proyecto nosotros pensibamos en la posibilidad de que los valores
normales se alcanzaran primero a nivel de las células de médula &sea,
o bien, gque independientemente de cual fuera el sitio en el que se
llegara primere a la normalidad, la diferencia en tiempo serfa pe-
quefia, sin embargo, no resultd asi.

Para continuar la presentacidn de los resultados, enfocaremos
primero nuestra atencidn a las CNMO y a los precursores eritrocides,

dejando para el final a la poblacidn de R y E.
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b) CElulas nucleadas de médula Gsea.

Al estudiar a cada una de las poblaciones hematopoyéticas por
separado, observamos que, tal y como habfa sido sugerido por 1los
resultados en sangre periférica, 1la eritropoyesis y la leucopoyesis
presentaron comportamientos claramente distintos. El porcentaje de Nb
se incrementd durante los primeros cuatro dfas, mientras que el de Gr
disminuyS; por su parte, Mn se mantuvieron mis o menos constauntes. A
partir del cuarto dfa, las tres poblaclones iniciaron su regreso a los
valores normales. (fig. 17).

Por otra parte, el estudfo cuantitativo de dichas poblaciones
demostrd que mientras Nb y Mn tuvieron una recuperacidn paulatina, Gr
regresS a su niimero normal al segundo dfa (fig. 18), hecho que llama
la atencidn, pues durante la induccidn del anemia fueron necesarios
ocho dfas para que esta poblacién llegara la equilibrio. Tal .parece
que .ese marcado descenso se debe a que muy rdpidamente se inhibe 1la
produceidn de Gr y ademfs, a que hay una salida masiva de &stos a la
circulacidn, lo que se podrfa ver reflejado en el ligero incremento de
células nucleadas circulantes en el dfa 2 (fig. 15).

En el caso de Mn, ocurrid lo contrario, mientras que durante el
sangrado llegaron al equilibrio en sGlo cuatro dfas, su cindtica de
recuperacidn fue mis lenta e irregular, lo que indica que aiin ante la
suspensién del sangrado, su actividad proliferativa no disminuye

significativamente.

c) Cindtica de los Normoblastos.

La poblacidn total de células eritroides nucleadas (Nb) presents
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una recuperacidn paulatina, alcanzando su nimero normal en el dfa 15
(fig. 18). Ahora bien, el anilisis de cada estadio de diferenciacidn
nos permitld encontrar eventos particularmente interesantes.

Contrariamente a lo observado dﬁrunte la anemia, en la
recuperacién se presentaron cambios notables en los porcentajes de
dichas subpoblaciones (fig. 19); lo anterior es especialmente notoric
al observar los porcentajes de N. policromatdfilos y N. ortocromiticos
en el dfa 3, en el cual, es superior el de estos filtimos.

Por otra parte, el andlisis cuantitativo de las subpoblaciones
mostrd dos hechos que debemos mencionar: el primero de ellos es que
afin cuando en el dfa 8 de recuperacidn el NCR es el normal, los cuatro
estadios eritroides regresaron a su valor original en el dfa 15. Con
respecto 8l segundo, es interesante que durante la anemia los cuatro
estadios tuvieron una respuesta similar, esto es, incrementaron sus
niimeros en proporclones mis o menos semejantes, en camblo, en los
primeros dfas de recuperacidn dos de ellos, pronormoblastos (PN) y N,
ortocromiticos (NO), incrementaron todavia mds sus nimeros. Los N.
bas6filos (NB) se mantuvieron constantes y los N, poliocromatdfilos
(NP) disminuyeron (figuras 20-23). Lo anterior sugiere que la dindmica
de maduracién eritroide es distinta en cada uno de los estados
fisiolégicos a los que es sometido el conejo y que, probablemente, no
son exactamente los mismos los factores involucrados en ella bajo

ambas condiciones,

d) Morfologfa de los normoblastos.
El andlisis de los precursores eritroides comprendid también, el
estudio morfolégico de cada uno de ellos. En la figura 24 se muestran

células representativas de cada estadio.
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Al igual que durante el sangrade, los cambios mds notables en
cuanto a la morfologla de los Nb durante la recuperacifn fuerom en el
Jdifmetro celular; en los cuatro estadios se obsevd un descenso
paulatino hasta aleanzar, alrededor del dfa 8, los didmetros normales
(fig. 25-28). Analizando de manera particular a los PN, es claro que
el cambio hacia la produccidn de c&lulas de menor tamafio es muy rdpido
(fig. 25), 1lo que indica que la seiial debe ser recibida en forma

inmediata a nivel de las BFU-E y/o las CFU-E,

e) Poblacidn de Reticulocitos y Eritrocitos.

Como lo hablamos mencionado anteriormente, durante el pe.riodo de
recuperacién el niimero de dicha poblacidn (PRE) en médula G&sea se
incrementd considerablemente (fig. 29); el fendmeno anterior puede
deberse a un aumento en alguna de las dos subpoblaciones, o bien, en
las dos simultdneamente,

Cuantificando el nfmero de R nos dimos cuenta que hay,
efectivamente, un aumento muy grande en ambas subpoblaciones. En la
fig. 30 puede verse que durante la anemia se elevd significativamente
el nimero de R, s8in embargo, wuna vez suspendido el sangrado se
presentan aumentos todavia mayores. Ahora bien, comparando el némero
de PRE y de R, es evidente que el niimero de E también se elevé en gran
forma.

Lo anterior nos indica, por un lado, que hay un almacenamiento de
R en médula ésea, lo que se corrobora en la fig. 31, pues la relacidn
ZR en médula/ZR en sangre es mayor en la recuperacidén que durante la
anemia. Tal parece que una vez suspendido el sangrado, se bloquea la

salida de reticulocitos a la circulacidn, provocdndose el descenso en

36



el nimero de reticulocitos en circulacién. Por otro lado, el
incremento en el niimero de E en médula Ssea podrfa ser debido a 1la
remocidn masiva de macrocitos por parte del sistema reticulo-

endotelial, el cual es abundante en dicho Srgano.
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FIG. 4: Nimero de c&lulas rojas circulantes durante los perfodos de
anemia y recuperacin. Se muestra la media y la desviaciln

esténdar.
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FIG, 5: VariaciSn del Hematocrito durante los perfodos de anemia y

recuperacién. Se muestra la media y la desviacidn estindar.
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FIG. 6: Concentracién de hemoglobina en sangre durante los perfodos

de anemia y recuperacidn. Se muestra la media y la desvia-

cidn estidndar.
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FIG. 7: Porcentaje de reticulocitos en circulacidn durante los perfodos
de anemia y recuperacidn. Se muestra la media y la desviacién

estéindar.
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FIG. 8: Nimero de reticulocitos en circulacidn durante los perfodos de

anemia y recuperacidn. Se muestra la media y la desviacién estdndar.
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FIG. 9: Voliimen corpuscular medio de las c&lulas rojas circulantes,
durante los perfodos de anemia y recuperacidn. Se muestra

la media y la desviacidn estdndar,
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FIG. 10: Didmetro de Eritrocitos durante los perfodos de anemia y recu-

peracidn. Se muestran la media y la desviacisn estdndar.

*
p £ 0.0l (con respecto al dfa 0).
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FIG. 11: Difimetro de reticulocitos durante los periodos de anemia y re-

cuperacién. Se muestran la media y la desviacidn estandar.

*
p < 0.001 (con respecto al dfa 0).
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FIG. 12: Distribucién relativa de los didmetros de eritrocitos (E) y

reticulocitos (R), durante el perfodo de anemia.

b= 55=-59"

c= 6.0~6.4"

g=8.0-~8.4"

j=95-9.9"

k =10.0 -10.4 "
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FIG. 13: Distribucidn relativa de los didmetros de eritrocitos (E) y

reticulocitos (R) durante el periodo de recuperacidn.

a=35.0-5,4pm
b=55-59"
c=60~6.4"
d=6.5-6.9"
e=7.0-7.4"
£=275-7.9"
g =8.0-~8.4"
h=285-8.9"
1=9.0-9.4"
31 =9.5-9.9"

k =10.0 - 10.4 "
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FIG. 14: Hemoglobina corpuscular media (HMC) y concentracién media

de hemoglobina corpuscular durante los periodos de anemia

y recuperacidn, Se muestra la media y la desviacidn estdndar.
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FIG. 15: Nimero de células nucleadas circulantes durante los periodos

de anemia y recuperacidn, Se muestra la medis y la desviacidn

estdndar.
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durante los perfodos de anemia y recuperacifn. Se muestra la media
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Porcentaje relativo de las poblaciones celulares hematopoyéticas
durante los periodos de anemia y recuperaciSn. Se muestra la
media y la desviacidn estdndar. 0, normoblastos; ® mononuclea-

res; 1 granulocitos.
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FIG. 18: Niimero absoluto de cada una de las poblaciones celulares hematopo-

yéticas, durante los perfodos de anemia y recuperacién. Se muestra
la media y la desviacidn estdndar. O, normoblastos; ¢ mononucleares;

O granulocitos.
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FIG. 19: Porcentaje relativo de cada uno de los estadios eritroides nuclea-
;ios durante los perfodos de anemia y recuperacidn. Se muestra la

media y la desviacidn estdndar, (3 , PN; 6, NB; O, NP; & , NO.
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FIG, 20: Niimero de pronormoblastos presentes en médula Ssea durante
los perilodos de anemia y recuperacidn. Se muestra la media

y la desviacidn esténdar.

*
p £ 0.025 (con respecto al dfa 14 de sangrado).
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FIG. 21: Nimero de normoblastos basifilos presentes en médula Gsea, durante
los periodos de anemia y recuperacidn. Se muestra la media y la

desviacidn estdndar.
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FIG. 22: Nimero de normoblastos policromatéfilos presentes en médula Gsea,
durante los periodos de anemla y recuperacidn. Se muestra la me=

dia y la desviacin estandar.
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FIG. 23: Nimero de normoblastos ortocromiticos presentes en médula Gsea,
durante los perfodos de anemia y recuperacién. Se muestra la

medis y la desviacidn estdndar,

*
p £ 0.05 (con respecto al dfa 14 de sangrado)
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FIG. 24: Ciélulas representativas de cada uno de los estadios eritroides
nucleados. 1, PN; 2, NB; 3, NP; 4, NP; 5, NO; 6, NO expulsando

el nficleo.
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‘FIG. 25: Di&metro de los pronormoblastos presentes en la médula 8sea, du-

rante los periodos deanemia y recuperacidn. Se muestra la wedia
y la desviacidn estdndar,

'p £ 0.000 (con respecto al dfa O de sangrado).
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FIG, 26: Didmetro de los normoblastos basSfilos presentes en médula dsea,
durante los perfodos de anemia y recuperacidn. Se muestra la me-
dia y la desviacidn estdndar.

*

p ¢ 0.001 (con respecto al dfa O de sangrado).
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FIG. 27: Didmetro de los normoblastos policromatofilos presentes en médula

Gsea, durante los perlodos de anemia y recuperacifn. Se muestra la
media y la desviacidn escdndar.

*
p £ 0.01 (con respecto al dfa 0 de sangrado)
63



DIAMETRO NORMOBL ASTOS ORTOCROMATICOS ( pm)

)
3
-~
"

©
1
e

PERIODO DE AN%MIA 1 |’_ PERIODO DE RECUPERACION

A\t

o
T T YT T

. SR SR MMM PREF SLE TM SUEF S S

DIAS bE SANGRADO DIAS DESPUES DEL ULTIMO
SANGRADO
FIG. 28: Didmetro de normoblastos ortocromiticos presentes en médula dsea,

durante los periodos de anemia y recuperacidn., Se muestra la media
y la desviacién esténdar.

*p £ 0.00i (con respecto al dfa 0 de sangrado}.
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Fig. 29: Cuantificacién de la poblacidn de reticulocitos y eritrocitos
(PRE) en médula Gsea, durante los periodos de anemia y recupe-
racidn. Se muestra la media y la desviacidn estdndar.
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FIG., 31: Porcentaje de reticulocitos en sangre y médula Gsea [}

durante los perfodos de anemia y recuperacién.

FIG. 30: Nimero de reticulocitos presentes en médula Ssea durante los

periodos de anemia y recuperacién.
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DISCUSION.

La eritropoyesis, considerando todos los aspectos que &sta encie~
rra, ha sido extensamente estudiada desde muy diversos puntos de
vista. Muchas aportaciones al conocimiento que sobre ella se tiene,
han surgido de estudios realizados en sistemas experimentales que
involucran a mamiferos como ratones, conejos, perros y monos. Dichos
sistemas pueden proporcionar grandes ventajas sobre los estudios a
nivel clinico,

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un sistema de estudio
en el que se emplea como animal experimenal al conejo. A través de
diversos trabajos se ha logrado caracterizar los cambios que ocurren,
tanto en la sangre como en la médula dsea de &ste, durante un proceso
de anemia inducido por sangrado.

Alin  cuando -queda mucho por conocer sobre el periodo de anemia,
hemos decidido iniciar el estudio y la caracterizacidn de la dindmica
de formacidn de la sangre durante la etapa de recuperacifn, esto es,
desde que el conejo deja de ser sangrado hasta que recupera las
condiciones normales, buscando, de esta forma, conocer mis a fondo la
naturaleza del sistema hematopoyético del conejo.

Durante 1a 1induccidn del anemia para la realizacidn de este
trabajo, la cinética que presentaron los diversos parimetros hematold-
gicos es pricticamente la misma que ha sido observada en trabajos
anteriores de este laboratorio (73,84,89). Cabe mencionar, que cinéti-
cag de NCR y Htc mis o menos similares han sido reportadas por otros
laboratorios, en los que se induce el estado de anemia inyectando al
animal experimental fenilhidrazina (94).

Refiriéndonos ya a los resultados obtenidos en este estudio,

comenzaremoS por mencionar la rapidez con que el conejo inicia su
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rc;reso a los valores normales; entre sels y ocho dfas después del
{iltimo sangrado su sistema de transporte de oxigeno ha recuperado las
condiciones originales, presentdndose los niveles adecuados de NCR y
b, Estos resultados coinciden, " en clerta forma, con los reportados
por Lord en 1967 (95), quien estudiando 1la recuperacién del sistema
eritropoyético en ratones, encontrd que después de una anemia aguda
inducida por sangrado, se llega a los valores normales alrededor del
dI;: 7 de recuperacidn.

Sin embargo, por la cinética de NCR, Htc y Hb es evidente que
dicha recuperacidn no es un proceso paulatino y gradual, sino que a lo
largo de €l se presentan cambios en la dindmica de produccidn de las
células ganguineas, lo que se ve reflejado en la presencia de las
cuatro etapas que hemos mencionado anteriormente (fig. 4, 5 6).

Todavia mis rdpida es la recuperaciiin en el nfimero de células
nucleadas circulantes, las cuales alcanzaron los valores normales en
el dfa 3. Lo anterior pone de manifiesto que, tal y como ha sido
demostrado en otros sistemas experimentales, la eritropoyesis y 1la
leucopoyesis, alin cuando estin Intimamente relacionadas, son reguladas
en forma independiente.

Observando 1a cindtica de los distintos pardmetros hematoldgicos,
todo parece indicar que el lapso de tiempo entre el segundo y cuarto
dfa es crucial en la recuperacién del conejo, pues es durante é&ste
cuando se presenta un abatimiento drdstico en 1la produccién y/o
liberacidn de reticulocitos, se reanuda la produccidén de normocitos y,
aparentemente, es durante esos dfas cuando ocurre la mayor remocidn de
l;\acrocitos de la circulacién (fig. 8, 11 13).

Con relacién a la disminucidn del niimero de reticulocitos que
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ocurre entre esos dfas, la transferrina (Tf) pudiera ser uno de los
factores involucrados. Esta proteina sérica es la encargada de
transportar el hierro en 1la circulacién hacia los sitios
eritropoydticos para su incorporacidn en la bilosintesis de 1a
hemoglobina (96) y aparentemente, su concentraclén en el plasma
sanguineo puede influir enormemente en el nimero de reticulocitos
circulantes, tal y como fue demostrado por Martfnez MedellIn y cols.
(97), quienes t.rabajando en el mismo sistema experimental que el de
este estudio, inyectaron Tf exdgena a conejos que se encontraban en la
etapa de equilibrio (dfa 11 de sangrado) y observaron, al dfa
siguiente, un drdstico decremento en el niimero de reticulocitos en la
sangre.

Ahora blen, con respecto a la remocidn masiva de macrocitos, no
sabemos &1 se debe a que la vida promedio de @&stos es
considerablemente menor a la de los normocitos, lo que coincidirfa con
los reportade por F. Stohlman Jr. (98), quien demostrd que los
eritrocitos de rata producidos en respuesta a una anemia aguda y a
eritropoyetina, presentan una vida promedio menor que los grupos
controles, o bien, si ;o que ocurre es que al suspenderse el sangrado
se activan o producen factores que provocan la eliminacién de 1las
células macrociticas elrculantes,

Un hecho que nos 1lamd mucho la atenclén es el siguiente:
cuando el conejo deja de ser sangrado, podrfa decirse que su sistema
hematopoyético tiene dos tareas por efectuar, recuperar los niveles
normales en cuanto a sus pardmetros hematoldgicos y regresar a la
produccidn de normocitos. Nosotros pensdbamos que la primera de ellas
serfa la tarea prioritaria, considerando las condiciones fisioldgicas

del animal, sin embarge, nuestros resultados demuestran que no es as{;
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la produccidn de normocitos parece ser el fendmeno prioritario. Lo
anterlor indicarfa que el conejo estd tan bien adaptado a las
condiciones fisioldgicas experimentales, que puede permanecer en ellas
durante los primeros dfas de 1la recuperacién. Por otra parte,
ignoramos cual pudiera ser el factor que actiie como sefial para que se
detenga la produccidn de macrocitos y se reinicie la de normocitos.

La rapidez con que el sistema hematopoyético tiende a regresar a
las condiciones normales vy su complejidad, vuelven a ponerse de
manifiesto al observar la cinética de las células nucleadas de médula
Gsea. Por un lado, es clara la drastica disminucidn en la produccién
de Gr, mientras que Mn presenta una cinética irregular, aunque regresa
también a su valor original. Con respecto a esta dltima poblacidn, hay
que destacar que es muy heterogenea ya que en ella se encuentran,
ademds de las c&lulas morfoldgicamente reconocibles, c&lulas com CFU-
L-M, CFU-S, CFU~-M, CFU-G-M, BFU-E y CFU-E, todas las cuales son
indistinguibles a nivel de microscopia dptica. Por lo anterior, es
realmente diffcil el comprender totalmente el comportamiento de dicha
poblacidn.

Tanto Gr com Mn han sido extensamente estudiadas en el humano vy
en otros mamf{feros en condiciones normales y de trastornos
hematolégicos como leucemias (99,100), sin cmbargo, es poca la
informaci6n que se tiene sobre su cinética in vivo durante estados de
anemia, por 1o que los resultados obtenidos en este trabajo aportan
datos que pueden ser de gran valor.

Con respecto a los estadios eritroides (Nb), es interesante el
que cada uno de ellos haya seguldo una cinética distinta, cuando en el

periodo de anemia todos tuvieron un comportamiento similar. Pudiera
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ser, como Yya se ha mencionado, que los factores reguladores de la
maduracidn eritroide sean distintos en ambos periodos.

Una vez suspendido el sangrado, la produccidn de PN no se detiene
ni disminuye, sino que se incrementa (fig. 20), lo que de manera
indirecta nos indica la alta actividad proliferativa y de maduracidn
de las CFU-E. Por otra parte, hacia el final de 1la secuencia de
maduracifn encontramos que hay un almacenamiento de NO (fig. 23); algo
semejante fue observado por Lord (95), quien analizando la respuesta
en la proliferacién eritroide en el ratdn durante la recuperacidn de
una anemla aguda, encontrd una acumulacién de normoblastos tardfos
(NO) en la médula &sea, Los resultados anteriores sugieren que, de
alguna manera, ocurre un bloqueo en el paso de NO a R; dicho bloqueo
se presenta, probablemente, a nivel de los mecanismos de expulsién del
nicleo.

Ahora blen, durante la recuperacidn, y sobre todo en los primeros
dfas de ella, no sGlo ocurre una acumulacién de NO, sino también de R
en médula (figs. 30 y 31). Dicha acumulacién es, seguramente, la
principal razén del decremento en el nimero de R circulantes. En este
caso, parece ser que _existe un bloqueo en la salida de R a 1la
circulacidn.

Por otra parte, al analizar comparativamente los porcentajes de R
circulantes y de médula Gsea, encontramos que en un conejo normal, el
porcentaje de R en médula Ssea es alrededor de 2.5 veces mayor que el
de sangre; en un animal anémico en la etapa de equilibrio dicha
relacidn se reduce drasticamente, lo que, de manera indirecta nos dice
que el tiempo de trinsito de los R en médula dsea dismlnuye
notablemente en condiciones de anemia. Algo muy parecido fue observado

por Hillman y Finch (101). Durante la recuperacién, dicha relacidn
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aumenta, de tal forma que el porcentaje de R en médula Gsea llega a
ser 3.2 veces mayor que en sangre, lo que indica que el tiempo de
trdnsito se incrementd, produciéndose asi la acumulacidn observada.

Todos los resultados anteriores mnos llevan a proponer la
existencia de, cuando menos, cuatro sitios especificos de regulacidn
en la secuencia de maduracitn eritroide presentes durante el periodo
de recuperacidn. EL primero de ellos se encuentra entre PN y NB; el
segundo entre NB y NP; el tercero entre NO y R y el cuarto a nivel de
la liberaciBn de R a la circulacidn (fig. 32).

Tal parecé que al ser suspendido el sangrado los cuatro sitios
son bloqueados, provocdndose el almacenamiento de PN, el equilibrio en
NB y la acumulacidn de NO; aparentemente, el paso de NO a R ro es '
bloqueado totalmente, por lo que ocurre un incremento muy marcado de
estos f(ltimos en médula o&sea. Poco después del dfa 2 hay una
liberacifn parcial de R a la circulacidn, En el dfa 3, los que hemos
denominado sitios 2 y 3 sufren modificaciones de tal forma que
disminuyen 1los niimeros de NB y NO. Alrededor del dfa 4, se quita el
bloqueo en el paso de PN a NB y finalmente, después del dia 6, el
bloqueo en el sitio 4 desaparece totalmente.

Es importante considerar en este momento el periodo de vida del
reticulocito en la circulacidn. En 1967, Hillman y Finch (101)
demostraron que el tiempo de maduracién del reticulocito en la sangre
estd en relacidén directa con el hematocrito; en el humano, cuando el
Htc es de 45%, el tiempo de maduracién del reticulocito circulante es
de un dfa; cuando el Htc es de 35% el tiempo de maduracifn es de 1.5
dfas; a 25% de Htc corresponde un periodo de vida de 2 dfas y a 15% de

Htc corresponden 2.5 dfas.
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Es probable que en el conejo ocurra algo semejante, esto es, que
en condiciones de anemia, el tiempo de trinsito del reticulocito en
circulacidn se incremente. Sin embargo, si lo que ocurre en el humano
tambi&n se presentara en nuestro sistema, cabrfa esperar que durante
la etapa de recuperacidn los reticulocitos liberados a la circulacidn
tuvieran un perfiodo de vida corto (como en condiciones normales); esto
explicarfa en cilerta forma, el que sunque a partir del dia 6 1a
liberacién de reticulocitos a la circulacién se normaliza, su nimero
decae notablemente hasta el rango normal.

En relacidn al didmetro de los precursores eritroides nucleados,
el regreso a los valores normales se inicia a partir del dfa 2, lo que
indica que es rdpido el cambio en la produccién hacia las células
normocIticas. En realidad, el decremento en cada uno de ellos es
reflejo del camblo en su precursor inmediato, lo que una vez mis, nos
hace pensar que la seilal que provoca dicho cambio debe ser recibida
en, por lo menos, una poblacidn celular anterior a los PN, esto es, la
poblacidn de CFU~E., Debido a que estas filtimas no han sido plenamente
caracterizadas en cuanto a su morfologla, no existen datos referentes
a alteraciones morfoldgicas en elles, sin embargo, nuestros resultados
pudieran plantear tal posibilidad.

Los cambios a los que nos hemos enfocado en este trabajo, se
refieren fundamentalmente a ia cinftica y morfologfa de las
poblaciones celulares hematopoyéticas, asf come a los diversos
pardmetros hematolSgicos. En dichos camblos, seguramente estén
involucrados distintos factores, los cuales, pudieran intervenir de
manera directa o indirecta en la regulacidn de la hematopoyesis.

Dentro de los factores que, pensamos, deben estar jugando papeles

importantes en la dindmica de produccién de células sanguineas bajo
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las condiciones de nuestro estudio, se encuentran los siguientes:

En primer lugar, la eritropoyetina, cuyo efecto como estimulador
de la eritropoyesis ha sido plenamente demostrado (75,77). Trabajos
llevados a cabo en la década de los 60's, comprobaron que existe una
relacidn inversamente proporcional entre 1la concentracidn de
eritropoyetina sé&rica y el Hte., lo que implica que en sujetos
anémicos, los niveles de eritropoyetina estdn incrementados (102);
incluso se ha relacionado dicho incremento con una salida masiva de
reticulocitos y c&lulas eritroides nucleadas a la circulacidn (103);
esto dltimo, como sabemos, ocurre en nuestro sistema de estudie

. aurante la induccidn de la anemia (73,84)., Por otro lado, se ha
observado que durante la recuperacidn de la anemia por deficiencig en
hierro, los niveles de eritropoyetina sérica disminuyen, alcanzando la
normalidad sels dfas después del iﬁicio del tratamiento (164). Con
base en lo anterior, pensamos que los niveles de eritropoyetina en
circulacién determinan en gran medida la dindmica de formacidn de
células rojas en este sistema, es decir, que durante la induccidn de
la anemia, seguramente los niveles de eritropoyetina se incrementan,
de tal forma que se estiﬁula la ‘salida .de reticulocitos a la
circulacién, asf como el incremento de las poblaciones de Nb en médula
ésea.

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, vy
considerando el modelo presentado por Fisher (105) sobre la regulacién
de 1la produccidn de eritropoyetina, creemos que durante la anemia

inducida ocurre lo siguiente:

15



SANGRADO
HIPOXIA (por pérdida de células rojas circulantes)
ERITROPOYETINA T

SERICA

LIBERACION DE INCREMENTO EN EL NUMERO
RETICULOCITOS A LA DE PRECURSORES ERITROIDES
CIRCULACION NUCLEADOS EN MEDULA OSEA.

Ahora bien, una vez que se deja de sangrar al conejo, si bien el
estimulo ya no estd presente, el animal se encuentra todavia en un
estado fisioldglco de anemia, y sin embargo, desde el dfa 2 del
perlodo de recuperacién, se abate la salida de reticulocitos a 1la
circulacién y se inicia la disminucidn, aunque lentamente, en el
niimero de normoblastos en médula &sea.

S1 es invariablemente cilerto que mientras haya hipoxia los
niveles de eritropoyetina estarfiin Incrementados, esto significarfa que
durante la recuperacidn, hay otros factores que actilan a nivel de los
precursores eritroides desplazando la accidn de la eritropoyetina, e
incluso se podria pens‘ar en la presencia de algln inhibidor de esta
dltima.

Otro factor sérico a considerar, es la transferrina. En nuestro
laboratorio, ha sido demostrado que los niveles de esta proteina se
incrementan aproximadamente al doble durante el periodo de anemia
(84,89). Por otra parte, y como lo mencionamos anteriormente, al,
inyectar transferrina exdgena en conejos andmicos, el nlmero de
reticulocitos circulantes se abate a la mitad en s8lo 24 horas (97).

51 relacionamos esto {iltimo con lo que ocurre entre los dfas 2 y 4 de
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‘recuperacidn, implicarfa que los niveles de transferrina se
incrementan en forma considerable, una vez suspendido el sangrado,
impidiendo la liberacidn de los reticulocitos. Sin embargo, no sabemos
de qué manera actda la transferrina, si es que estd involucrada en
_ dicho fenSmeno.
. El hierro, fundamental para la sintesis de la hemoglobina, es
otro factor involucrado en la eritropoyesis, Sin embargo, a este
respecto existen trabajos que difieren en cuanto al posible papel de
dicho metal en la produccidn de células rojas, Por una parte, Hillman
y Henderson demostraron que en sujetos con anemia crdnica inducida por
sangrado, el hierro administrado oralmente incrementa la produccidn
celular de la médula Gsea (106), Por otro lado, Martinez Medellin y
colgboradoresA‘hgn demostrado que el hierro inyectado I.P, en conejos
anémicos, no provoca cambios en el niimero de células rojas circulantes
(97), aunque no sabemos en forma directa lo que courre en médula dsea.
Ain cuando se antoja la posibilidad de que el hierro sea una de las
sefiales que regulan la eritropoyesis en la recuperacidn, no sabemos
cudl, especificamente, serfa su papel.

Reclentemente, Barnes y Frieden (107) han demostrado que los
eritrocitos presentan receptores para ceruloplasma, proteina que, como
se ha visto en este y otros laboratorios, estd relacionada con el
metabolismo del hierro. Dichos autores proponen que la ceruloplasmina
desempeiia un papel de proteccidn del eritrocito, esto es, que al
unirse a su membrana plasmdtica impide que sean destruidos. Si esto es
clerto, podria ser que una de las particularidades de los macrocitos
fuera el poseer menos (o no poseer) receptores para ceruloplasmina en

su superficie, lo que contribuirfa a hacer menor su vida promedio;
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otra posibilidad es que los niveles de ceruloplasmina sérica disminu-
yan notablemente, sobre todo entre los dias 2y 4 de recuperacidn,
provocdndose asf, la remocidn masiva de macrocitos.

Otfos factores que, muy probablemente, estdn también involucrados
en la regulacidn de nuestro sistema experimental son: la Actividad
Estimuladora de Coloni;s (CSA), 1a cual, como sabemos, tiene accidn
sobre la  granulo-monopoyesis  (49), via de diferenciacidn
hematopoy@tica que muestra grandes camblos durante el sangrado y la
recuperacién. Y, por otra parte, la Actividad Promotora de Estallidos
(BPA), factor que regula 1la eritropoyesis en sus estadios mis
inmaduros (80).

Por {dltimo, haremos referencia al fendmeno denominado
hematopoyesis extramedular, que consiste en la produccidn de células
sanguineas en sitios ajenos a la médula Gsea. Diversos-trabajos han
demostrado que en el mamifero adulto bajo condiciones de anemia, el
bazo es el principal sitio de hematopoyesis extramedular (95,108),
contribuyendo, praActicamente en la misma proporcidn que la médula
fsea, a la produccidn de c&lulas rojas. Su papel, s8in embai:go, no ha
sido estudiado en nuestro sistema.

Si bien, el pres‘ente trabajo arroja una gran cantidad de
informacidn referente a la dinimica de la eritropoyesis en el conejo,
bajo ciertas condiciones fisiolégicas, es evidente que a partir de &1
surgen una serie de preguntas que habrd que tratar de contestar en el
futuro. La mayoria de ellas, se refieren a la identificacién y carac-
terizacién de los factores reguladores de la hematopoyesis.

La transferrina, el hierro y la ceruloplasmina han sido objeto
de estudio, por parte de nuestro laboratorio, durante el perfodo de

anemia (88,89,97) y actualmente se planea, ya, su estudlo en la etapa
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de recuperacifn. La dindmica de las células nucleadas circulantes debe
ser, tambidn, analizada a lo largo de esta etapa, pues ayudarfa a
comprender mds a fondo la hematopoyesis. Serd necesario, por otra
parte, el reallzar experimentos encaminados a conocer el periodo de
vida de las cé&lulas rojas en circulacidn, durante el sangra;o y la
recuperacidn, La hematopoyesis extramedular, principalmente en bazo,
es otro de los aspectos que deberdn ser caracterizados en nuestro
sistema experimental.

Finalmente, recalcaremos 1la gran relevancia que tiene, en la
investigacidn hematoldgica moderna, la purificacién de los precursores
hematopoyéticos y su estudio in vitro. Actualmente, en nuestro
laboratorio hemos enfocado nuestra atencidn 'a los precursores
eritroides y hemos desarrollado una metodologia sencilla que nos ha
permitido obtener, a partir de conejos anémicos, fracciones de sange
con un 90% de reticulocitos, y de médula &sea, con un 80% de células
eritroides nucleadas (109), lo anterior nos ayudara a la realizacién

de futuros proyectos tanto in vivo como in vitro.

79



sr

PERIODO DF ANEMIA

@ O o o

R E

PERIODO DE RECUPERACION
Sr’ S‘I' )
@ OO ©

PN NB NP NO R g R £
MEDULA OSEA Jl SANGRE ~——
FIG. 32: Posibles sitios de regulacidn en la secuencia de maduracidn eritroide.

PN = Pronormoblasto, NB = Normoblasto Bas6filo,
NP = Normoblasto Policromatéfilo, NO = Normoblasto Ortocromitico,

R = Reticulocito, E = Eritrocito, Sr = Sitio de regulacidn.
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CONCLUSIONES

La hematopoyesis en general y la eritropoyesis en particular,
constituyen procesos muy complejos, en los que estdn involucrados
diversos factores y mecanismos, por lo que su estudio no resulta
sencillo. Desde hace muchos afice, se han desarrollado distintos

sistemas experimentales, tanto in vivo como in vitro, de tal forma que

el conocimiento alcanzado hoy en dfa en este campo de la investigacién
es realmente sorprendente.

En el presente trabajo, hemos estudiado la dindmica de produccidn
de las células sangulneas, bidsicamente de las c&lulas rojas, en el
conejo, durante la recuperacién de una anemia crénica inducida
experimentalmente por sangrado. Los resultados mis relevantes quedan

expuestos en los siguientes puntos:

a) La recuperacidn en sangre se inicia en forma dinmediata, alcan-
zgndose los valores normales de la mayorfa de 1los pardmetros
hematoldgicos, alrededor del octave dfa de recuperacién,

b) A lo largo de este perfodo, se presentan, aparentemente, cuatro
fases, lo que refleja los cambios en la dindmica de produccidn de
células rojas.

c) Tanto en sangre como en médulg Ssea, las células blancas siguen
cinéticas muy distintas con respecto a las de la lInea eritroide,
lo que demuestra que, en nuestro sistema experimental, la
leucopoyesis y la eritropoyesis, son reguladas de manera
independiente.

d) Una vez suspendido el sangrado, el sistema eritropoyético del
conejo regresa rdpidamente a la normocitosis, afin cuando,

aparentemente eso retarda su llegada a los valores normales. A este
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respecto, se observa que el conejo muy rdpidamente deja de producir
macrocitos, substituyéndolos por normocitos, y por otra parte, que
ocurre una gran remocidén de macrocitos de la circulacidn.

A nivel de médula 6sea, la poblacidn de granulocitos es la primera
en regresar a los valores normales, llegando a ellos en el segundo
dfa de recuperacidn; por su parte, las células mononucleares y los
precursores  eritroides nucleados 1lo hacen mis lentamente,
alcanzando la normalidad alrededor del dfa 15.

Tal parece que a lo largo de la secuencia de maduracién eritropo-
yética, se presentan, al menos, cuatro sitios de regulacidn: Tres
de ellos act@ian en el paso de un estadio celular a otro (PN-NB, NB-
NP, NO-R), mientras que el cuarto, actiia a nivel de la liberacidn

de los reticulocitos a la circulacién.

g) Ain cuando no sbemos con exactitud, cuales son los factores

involucrados en la regulacidn de la hematopoyesis en el conejo
durante la etapa de recuperacidn, y de quié manera actdan, es
evidente que la respuesta ante la supresidn del sangrado es mis

rdpida que cuando éste se inicia.
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