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INTRODUCCION
El entendimiento del proceso Je maduracion y cindtica plaquetaria se ha ido dilucidando
paulatinamente 1o cual ha permitido aplicar 1anto en ¢l drea de investizacion basica como chinica

los conocimientos obtenidos, sobre todo en lo rlcionade a trastornos que afectan la
me como son: leucemia miclocitica cronica, policitemia vera, trombocitemia

ariocitopoyesis
esenwial maligna, miclofibrosis con metaplasia miclodde agnogénica. sindrome micloproliferativo,
sindrome miclodisplasico. anemia refractana con exceso de blastos-variuntes v micloaplasia.

Los mecanismos de produccion de plaguetas incluyen o una celuba pluripotencial denominada
céluly madre micloide (CMM) presente en fa médula 6wea que posee capacidad de autoperpetuacion
y diferenciacion polidireccional. Este altimo aspecto et condicionado por la presencia de agentes
estimulantes de diferenciacion, para los cuales e ONMN tiene receptores a nivel de membrana, Una
vez que ocurre la interaccion entre el agente y el receptor, la cdlufa pluripotencial se compromete
a una linea celular espeeifica, que concluird con la produccion de clementos formes maduros
(globulos rojos. globulos blancos v plaquetasy. Con respecto 2 1os tactores estimulantes Je
diferenciacion hacia la linca megacanocitica se demostrd intciadmente que of suero de raton
trombocitopénico tenia actividad trombopoyética, mas adelante se encuentra que Ja {fraccion beta
de Ias gobulinas ¢s en donde se conserva el potencial de estimulacion.

f.a presente recopilucion  pretende  revisar los avances en ol drea -de la regulacion
megacariocitopoyctica cuya tdentificacion a cono o mediano plizo proporcionard las bases de

entendimiento acerca de la fisiopatologia de los transtormos que atectan la produccion de plaquetas =

y la eventual aplicacion como recurso terapedtico de fos factores estimulantes de ddcruunuou ¥
crecimiento ceelular, - ‘

CELULAS PROGENITORAS DE e
MEGACARIOCITOS '

L.a sbundante informacion existente sugiere que las plquetas provienen de una-estirpe de células
pluripotenciales hematopoyéticas, denominadas eélulas madres micloides. Las cuades presentan’ las
caracteristicas fundamentales: diferenciacion en una variedad de finajes hematopoyéticos 'y la
capacidad  de  experimentar ella misma su -autoperpetuacion. Recientemente  dos grupos
multicentricos cuentan con ensayos “in vitro” pafa observar y desarrollar células progenitoras
hematopoydticas, conocidas como unidades formadorts de colonias de eélulas tronco (CFU-BY),
que tienen ta capacidad de renovarse a si misimas y Ja habilidad de diferenciarse en tipos de clulas
hemitopoycticas diferentes.

Estas células tienen la capacidad de diferenciarse tanto en células progenitoras de megacariocitos
como a ctlulis progenitoras de otras estirpes hematopoyéticas, diversas evidencias indican que los
megacariocitos se originan de una célula comin a otros elementos hematopoydticos. Esto hasido™
demostrado cuando células provenientes de médula 6sea forman colonias en cultivo {os cuales ¢stan




en una variedad “de elementos celufares entre los” que . se mclugcn* enlrocnlos 'zr.mulocuos,ﬁ
macrofagos y desde luego megacariocitos. g

Estas colonias mixtas derivadas de cflulas. progenitoras muhipotcnuiulcs presentan porcentajes
considerablemente menores de componentes con capacidad de autoperpetuacion, va que la mavoria
se encuentran diferenciados a lo largo de la linea de maduracion de megacariocitos. Recientemente
“s¢ emplean sistemas de mutriz semisélida adidonados de suero o plasma asi como de otros factores
que. permiten la diferenciacion celular para detectar células progenitoras de megacariocitos que
ticnen la habilidad de formar colonias compuestas exclusivamente de elementos megacariocitivos
(26.30).

Existen varaciones importantes en la metodvlogia, pero lo fundamental es el eritero fisiologico y
las condiciones o factores que se requieren para el cultivo de células madres micloides, en las que
es posible obtener diferenciacion de células progenitoras de  megacariocitos, Paulus y col
identificaron tres cluses de estos precursores, cuyit observacion se basa en un andlisis de distabucion
acumulativa del ndmero de nucleos presentes por células progenitoras, tos cuales paulatinamente
se-incrementan a medida que la maduracion continua, aumwentando con ello el contenido de DNA
celular. Levin asi como Long y col. también han observado Ly existencia de poblaciones de eflulas
progenitoras de megacariocitos con diferentes grados de diferenciacion, los halluzgos estuvieron
basados en lu observacion de dos tipos de colonias de megicariocitos las cuales presentan francas
diferencias en el contenido de DNA,L Estos estudios han indicado que no existen clases definidas
de células progenitoras, sino que puede pensarse como un proceso de maduricion de manera
semejante al de otras estirpes hematopoyéticas (13,14,22).

La mayoria de los investigadores que han trabajado en esta arca convinivron que la jerarquia de fas
células progenitoras de muegacarivcitos existe, pero que una rigida clasificacion de tales células
presents una gran dificultad en Luidentificacion de estados a o largo del esquema de diferenciacia
El valor prictico de Ly identilicacion resulta de utilidad en la clasiticacion morfologica de entidades
malignas como: la leucemia megaearioblastica o lu trombocitemia esencial maligna, patologias en
las que ¢l desarrollo del megacariocito esti retenido o alterado. .

Actualmente se han deserito tres cluses de cflulas progenitoras bien identificadas, que al evolucionar
producen unidades formadoras de megacariocitos como son: lu unidad formadora .de brotes
(BFU-MK), la unidad formadora de coloniasy de megacariocitos (CFU-MK) v una tercera que ha
sido identificada por ¢l andlisis con citémetros de Nujo la que presenta diferente densidad al cruzar
por un haz de luz ¥ que se le ha denominado unidad formadora de colonias de megacariocitos

densas (1.1-CIFU-MK) (20).

LLas primeras han sido detectadas tanto en humanos como en roedores, micntras que -k Glimahas:-

sido recientemente deseritit en el ratdn. Dentro de estas tres clases de células- tronco, fa célula
progenitora mas primitiva del linaje de los megacariocitos es fa unidad formadora de brotes (1,4).

Los estudios en medios semisolidos han logrado establecer lus bases tempranas de diferenciacion,
sin’ embargo la identificacion morfologica de estos estados no ha sido posible, a este respecto
Gregory fue ¢l primero en describir una linea celular megacariocitic obtenida de mdédula dsea'de
ratas, cstas células exhibicron un bajo grado de poliploidia por lo que fue necesario el empleo de
marcadores plaquetarios tales como receptores para el factor Von Willebrand, fibrindgeno, o'la




presencia del factor ‘plaquetario 4, todos estos marcadores resultaron  negativos.- pero - una
determinacion de acetileolinesterasa permilio diferenciar estados previos tales como unidades
formadoras de colonias de megacariocitos o unidades formadoras de brotes de megacariocitos.
posterdormente se han usado otras prucbas inmunologicas (sucro antiplaqueta) o enzimaticos
(reaccion de peroxidasa) (9,17).

Al continuar 12 linea de maduracion ¢l promegacarioblusto produce el megacarioblasto que va es
reconocido morfologicamente por su gran tamano, basofilia ciloplusm;‘mm v nirclea no fobulado,
A medida que evoluciona estu c€lula sintetiza constituyentes citoplismiticos por 1o que es posible
observar ¢l aparato de Golgi, paulatinamente basofilia citoplasmuitica va siendo sustituida por fa
sintesis proteica que se curacterize por la variacion tintonal del citoplasma ante colorantes
policromatofiios, ¢l nicleo también denota una gran actividad denominada poliploidia.

EL MEGACARIOCITO

El proceso._de maduracion desemboca en o megacarioito el cual debido a su gran tamano. )‘ iwsu
nicleo- Jobulado son morfologicamente identificados con relativa facilidad a nivel de méduly dsca.
La-maduracion  del megacariocito  es un procese de desarrollo continuo separado. por. etapas
reconocidus por un criterio meramente morfologico en el que las caracteristicas' nucleares. ¥ sobre
todo las citoplasmdticus tules como (la basofilia y la policromatolilia) permiten valorar ¢l grado de”
maduracion.

La primera linea celulur megacariocitica descrita fue aislada de rata siendo una linea celular de
clementos denominados promegacarioblastos provenientes de médula dsea. sta linea celular fue
demostrada y se encontrd que estos elementos exhibicron un bajo grado’de poliploidia a la vez que
se emplearon marcadores especificos de plaquetas como los ya mencionados (35).

POLIPLOIDIA

[} inicio de la megacariocitopoyesis esta caracterizada por una serie de divisiones mitdticas de las
células progenitoras, las cuales son seguidas por una fase de duplicacion de DNA pero sin division
citoplasmatica, de esta manera los megacariocitos, tienen valores poliploides de 4N, 8N, 16N,/32N,
cte. {(21). .




Produccitn de plaque tas

Ia cantidad del matenal nuclear del megacarioblasto ¥ del megacanocito estan en relacion direcia
conla cantidad de plaquetas producidas. Este hecho ha sido apoyado por Queisser quien observo

“en’pacientes trombocitopénicos que el grado de ploidia era bajo en los megacariocitos traduciendose
esto con una baja cantidad de plaquetas producidas, sin embargo estas eran gigantes dado que el
tiempo de maduracion estaba acortado (24).

Mazur v col. demostraron que cultivos semisolidos adicionados de bajas concentraciones, de
proteinus ‘séricas proveniente de perros aplasticos produce un incremento tanto en el nimero de
_colonius como de los valores poliploides de los megacariocitos obtenidos en dichas colonias.
Concentraciones mis clevadas del suero estimuluron la aparicion de un ntmero mayor de colonias,

“ pero con una disminucion inesperada en la ploidia del megacariocito. Debido probablemente a la
presencie de inhibidores de la poliploidizacion. Estos datos sugieren que la relacion entre la
proliferacion y la poliploidizacion es inducidit por factores humorales que pueden dependiendo de

SUconeentracion promover o disminuir estos procesos “in vitro” (18).

REGULACION HUMORAL DE LA
MEGACARIOCITOPOYESIS

f.0s estudios de una variedad de modelos animales sugieren que la produccion de plaquetas esta
condicionada por factores humorales. La induecion de lromhoumpmm en ¢l roedor yu seu por-cl
uso de un sucro antipliquetario o por tenicas de exsanguineo transfusion con sangre pobre en
plaguetas esta du)mpAnmh por un lmmncmo en lu cantidad, tamano yencl contenido de DNA
de los megacariocitos de le medula dsea, asi que al poco tiempo del exsanguineo transfusion los
ratones cursaron cont trombocitopenia ¥ paulutinumente los valores de plaquetas se van
incrementando, pioneros en este campo de la regulacion hormonal de la megacariocitopoyesis se
encuentran incluidos investigadores como Ebbe, Levin entre otros.  Tumbidén es importante
mencionar que los citados autores han proporcionado el impulso para caracterizar y purificar a este
factor que estimufa fa produccion de plaquetas “in vivo™ (5,13,18).




Muchos laboratorios se han esforzado” por caracterizar al Jamado factor de estimulacion de” [a
trombopoyesis (I'SEF o trombopoyetina), el cual puede ser una molécula candidata para regular la
produceion de plaquetas.  Los investigadores se han referido a este compudsto como una molécula
z‘o;) actividad potenciadora de los megacariocitos v factor estimulante ‘de. k trombocitopoyesis
27,34).

Aunque todavia es incierto si tal moléeula existe, lu informucion obtenida de los estudios con otros
linajes hematopoyéticos hace probuble i existencia de la trombopoyetini.  Es conveniente senalar
que estudios realizados con plasma proveniente de amimales a quienes se les ha inducido
trombocitopenia por la administracion de suero untiplaguetas. imadiacion o trombocitoferesis
inducen una acclerada produccion de plaquetas cuando son infundidos en animales normales (13),

En los estudios injciales, el efecto de la trombopoyetina fue monitorizado por cuentas plaquetarias
efectuadas en los animales de prueba pero los resultudos fueron poco consistentes por lo que fue
necesario ¢ desarrollo de métodos mas adecuados pare cuantificar of efecto de la trombopoyetina
tales como el indice mitotico (2N, 4N cte) del megacariocito o lu incorporacion de sullato £78) o
sefeniometionina (29S¢} a los megacariocitos 0 @ las plaquetas circulantes. También han sido
empleados inmunoensayos para cuantificar ka trombopoyetina {16).

molecular de esta sustancia de naturaleza hormonal permancee desconocido. Sin embargo se sabe
que en ¢l estudio electroforético migra como una & 2 globuling, contiene carbohidratos y-cs
termoestuble (31).

A pesar de ks evidencias encontradas en estos estudios, ¢l sitio de produccion y conformacion

intuitivamente uno espera que un proceso vital pura la sobrevivencia como es lu produccion de
pluquetas no sea regulado exclusivamente por un solo mecanismo, sine que cxistan otras:
sitwaciones promotoras entre las que se mencionan « las citosinas. La hipotesis que persiste desde
hace 25 aios mencioni que para T produccion de plaquetas es indispensable Ta interaceion del
megacariocito con fuctores de crecimiento -altamente especiticos, aunque es probable que esta
hipotesis sea correcta, no se ha aclarado totalmente de que manera y que tipo de citosinas modifica
los cultivos celulares, existen algunos como ki eritropoyetina que influye predominantemente en
linajes hematopoyéticos particulares, como la eritropoyesis. Sin embargo la confimmacion de lu
existencia de factores de crecimiento especificos del megacariocito sigue siendo una buasqueda
constante,  La respucesta i esta interrogante podrd ser adecuada cuando la citosina responsable sea
puriticada y s determine su secuencia de aminoacidos establecidos, peso molecular, sitios de
produccion, ctc.

Vurios grupos de investigadores han presentado’ un nimero importante de datos que sugieren que
el proceso de produecion de plaquetas esta regulado por uno o mis fuctores de distinta influencia
a lo Jargo del esquemit de deswrollo de los megacariocitos. Levin demostré que no hubo cambio
en cl estudio de unidades formadoras de colonias de megacariocitos de médula dsea luego de los
14 dias después de la induccion de la trombocitopenia en roedores, sin embargo se presentaron
cambios en cuanto a tamaio, nimero y segmentacion de fos mepacariocitos (13).

1 prupo detenmina que ¢l factor estimulante de megacurioditos  selectivamente - favorece  la
formacion de coloni:
potenciador del megacariocito, influencia la madurucion de esta estirpe. La hipdtesis de quela -

s de estos elementos y que un factor adicionad, al que se le denomina factor »




miegacariocitopoyesis esta regulada por factores distintos actuando a niveles diferentes de desarrollo
cefulur ha proporcionado actualmente una serie de argumentos para la investizacion de la regulacion
hunioral de li megacariocitopoyesis.

in fa regulacion de Ias tres lineas celulures hemidticas se ha demostrado que no solo participan
activadores en la proliferacion celular sino también inhibidores. La posibilidad de que tales
reguladores  necativos  de la megacaniocitopoyesis  puedin - estar - actuando  durante  la
megacariocitopoyesis, fue intcialmente senalada por los estudios de Vainchenker v Solberg. Estos
invetigadores lndkpkndanlklﬂLﬂ'L observaron que la formacion de colonias del megacariocita,
fueron mas eficaces cuando se empled pliasma humano, en lugar de suero. como un componente
de cultivo en unidades formadoras de colonias de megacaniocitos en oy ensayos clonales. Istos
autores suginieron que las plaquetas pueden ser una fuente productors de inhibidores en la
regulucion de las citadas colonias. Istos estudios han proporcionado las bases para intentar
identificar tales moleculas inhibitorias. Tumbién es bien sabido que I hipertransfusion de plaquetas
produce disminuciones en cuanto a tamano, ploidia y en cantidad de megacariocitos: un fendmeno
que anteriormente se penso gue estuviera relacions wo con aupmmn en fa produccion de la
trombopoyetina. In resumen se hit establecido que la megacariocitopoyesis se ve abatida debido a
derivados de plaquetas inhibidores del desarrollo del megacariocito (235,28).

LA INTERACCION DE MONOCITOS Y CELULAS
T EN LA REGULACION

Se sabe hace algan tiempo que los linfocitos T, presentes en la sangre periférica pueden estimular
a.la célula progenitora del megacariocito humano cuyi formacion de colonias s dependiente de la
activacion de 2stos componentes. Asi mismo bajas cantidades de monocitos v cClulas T pueden
colaborar en la estimulacion de lus unidades fonmadoras de colonius de megacaniocitos o en la
produccion del factor estimulante de los mismos (CSF-MR), lay célulus T en presencia de
mitogenos como la fitohemaglutinina son activadas v liberan la interleucina 2 (11-2) que actin
como un activador para fa sintesis del fuctor estimukate de la megacariocitopoy también s
importante seialur ¢l hecho de que los monocitos producen en condiciones fisioldgicas pequedas
cantidades de interleucing 1y como se aprecia en el esquema de interaccion de monocitos v eclulas
T, et es ofra via para que los linfocitos 1 eluboren ol citado factor estimulante. 1o anterior ha
sido observado en crecimiento de colonias de megacariocitos que demuestran un aumento
comparado con ¢l estimulo dado sélo por células T, Ademis algunos datos sugicren que existe una
interaccion sinéreica entre células Ty monocitos, durante ke produccion del factor estimulante de
- megacariocitos por las eélulas T pueden ser indirectamente medidas por as coneentractones de [12-1
¢ [1-2, las cuales se clevan en ausencia de mitdgenos. Aunque tambi¢n se menciona que altas
concentraciones de monocitos ¥ prostagh indina 12 (l’(il'l) inhibicron lu formacion de colonius de
megacarocitos. [stos resultados sugicren que L-1 ¢ 1L-2 pueden jugar un papel muy importante
durante la regulacion de la megacanocitopoyesis normal en ¢l humano (1,8,12,29).

Sc ha mencionado que el monacito produce muy poca interleucina 1, pero durante enfermedades
infecciosas y sobre todo en procesos influmatorios son capaces de claborar concentracionés

0




impontantes de la citada- citosina, esta juega un_papel importante en la gestacion de- fendmenio
trombdtico ‘en-varias enfermedades inflamatonas.  Sin embareo la presencia de monocitos a'altas:
concentraciones - inhibieron el crecimiento de las unidades  formadoras de colonias - de
megacarocitos probablemente a través de fa produccion de PGEL. Un mecanismo regulador similar
por monocitos v PGE! ha sido observado en la formacion de colonias eritroides (6,7).

Celula T precursors Zaluia T proouctora
de -2

slula T oon
T «
W\bdlL? P
~— e R N

Celula T precursora

EFECTO DE ALTAS DOSIS DE ERITROPOYETINA
HUMANA EN LA MK-POYLESIS ‘

En ciertas condiciones clinicas como en fa anemia hemolitica esta se”encuentra asociada’: con»
trombocitosis, ¢l mecanismo natural no ha sido del todo aclarado se sabe ‘que la eritropoyetini

(EPO) es e regulador humoral més importante de la eritropoyesis, también se ha demostrado que-
en algunos estudios “in vivo” e “in vitro”, la estimulacion de la megacariocitopoyesis -y la

produccion de plagquetas esta condicionada por esta hormona.  Estos estudios sugicren que el efecto

trombopoyetinico durante ku anemia esta medindo por L eritropoyetina. sin embargo los resultados

de estas observaciones han sido controversiades ya que otros ensayos no han seialado ningun efecto

de eritropoyetina sobre las unidades formadoras de colonias de megacariocitos ¥ plaquetas (11).

El empleo de radioisotopos tales como s y e85, han demostrado su incorporacion eri forma
de seleniometionina o en forma dJe sulfatos. Esto ha ocurrido @ nivel plaquetario en animales de” ™
experimentacion lo cual ha sido usado como una medida de actividad trombopoyética. Dado que
los radiaisdlopos no estan incorporados exclusiviunente dentro de los organelos citoplasmaticos de
la plaqueta sino mis bien marcando a todas las proteinas sintetizadas “de novo” - varias
investimaciones indicaron que los ensayos de los sistemas con radioisdtopos también pueden ser
usados como una medicion indirecta de la ctividad trombopoyetinica. :




Es:conocido que:la-esplenectomia es ‘seguida *por ‘una trombocitosis,” Williams sefiald ‘que la B
extirpacion del bazo permite el incremento de la trombopoyesis al ser expresada por una elevacion
en la cuenta de plaquetas en un estudio realizado (32,33).

Adcmas con el objeto de esclarecer la funcion de la eritropoyetina en ta mcuac.mocnopovcm asi
como e¢n la produccion de plaquetas, se han investigado los efectos “in vive” de la mlropo)uum
humana en ratones esplenectomizados, que ademds presentaban érganos esplénicos wccesorios as
como cn ratones normales. Cuando los ratones esplenectomizados fueron inyectados con 50 U de
la EPO durante 4 dias la cuenta de plaquetas periférca, el tamafio de los megacuriocitos v el
poreentaje de los mismos pero en (fase IV), denotaron un incremento desde el primer dia despudés
de la inyeccion inicial de ka EPO.

il niimero total en médula osea de unidades formadoras de colonias de megacaniocitos aumentaron
del segundo al cuarto dia posteriores a la inveceion inicial, por otra parte del dia sexto al octavo ¢l
namero total de los megacariocitos en médula 6sea también aumentd.

Iin resumen cuando L dosis de ka EPO fue aumentada de 20 a 200 U por raton. la respuestaa ln
dosis fue detectada como un incremento de las plaquetas v en el nimero de megacariocitos.
Cuando los ratones con drganos esplénicos aceesorios ¥ ratones normales fueron inyectados con la?
PO, no se deteetd ninghn cambio significativo en’ el nimero de plaquetas, Bl ndimero’ de-
megacariocitos, ¢l tamano de los mismos y el nimero de unidades formadoras de colonias
aumentaron gnicamente en el bazo, no en la médula dsea. Estos datos indican que by EPO tiene
cfectos - estimulantes en fa produccion “in vivo” de plaquetas. Actualmente existen patologias
hematolodgicas en cuyo tratamiento se incluye la EPO y se valora su efecto tanto sobre hematies -
como en la estimulacion de produccion de pl.nquu 15°(6).

MEGACARIOCITOPOYESIS EXTRAMEDULAR

La médula dsea es a menudo considerada como ¢ sitio mis adecuado para la produceion’ de
plagquetas. Como se ha mencionado los megacarocitos son productores de plaquetas a lo largo-de
los diferentes estados de maduracién. Durante este proceso el citoplasma se ve: paulatinamente
disminuido. Xl megacariocito en estas condiciones puede dejar la médula v viajar por sangre venosa
4" la circulacion pulmonar, donde culminara su madurez,  Generalmente solo el nicleo de los
megacariocitos desprovistos de citoplusma deja la red capilar de los pulmones. La pérdida del
“citoplasma de-los megacariocitos on este Organo sugiere un sitio de alternativa para la formacion
de plaquetas.

Aunque en ¢l periodo fetal, el pulmdn de los productos no es Tuncional se ha sugerido. que.fa .
“produccion de plaquetas ocuma en esta edad a nivel placentario, Para ¢l estudio de bt morfologia
de Jos megacaniocitos se han usado membranas semipermeables de policarbonato con diametros
de: 50 milimicras, de esta manera se ha aislado de la circulacién sanguinea a los megacariocitos.
En estos estudios la sangre fue filtrada por sedimentacion después de incubacion a 37°C. La
morfologic de li célula fue examinada por microscopia de luz después de una tincién
policromatdfila. También algunas membranas fueron procesadas para estudios por microscopia
clectronicy, despuds de su fijacion inicial de células en glutaraldehido al 3%. Durante ¢l proceso
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de separacion de los megacariocitos del resto de los elementos sanguineos no requirid de agentes
liticos, 1a mayoria de las cClulas pasan a través de las membranas, pero los megacariocitos si fueron
retenidos. En el examen de vanos filtrados no se encontraron estos precursores  aunque s fue
posible obtener nlicleos de megacariocitos que fueron recuperados en sangre venosa de individuos
normales.  Megacariocitos con abundante citoplasma fueron encontrados en sangres tomadas de
arterias umbilicales en recién nacidos. Las observaciones preliminares sugieren que la filtracion de
sangre a través de las membranas semipermeables resultan un eficiente método de obtencion de
megacariocitos circulantes. Ademis se ha demostrado que estas células presentan una importante
capacidad productora de plaquetas y que los pulmones son un sitie importante de maduracion de
las mismas (38).

ANALISIS MULTIVECTORIAL EN LA
DIFERENCIACION DEL MEGACARIOCITO

Ll término cinética plaquetaria se refiere al ritmo de produccion, distribucion v vida media de las
plaquetas: su conocimiento es importante por la aplicacion en ¢l entendimiento de trastornos tanto
cualitativos como cuantitativos de dichos elementos. Los intentos iniciales para referirse a la

citocinética de la diferenciacion  del megacariocito fueron dominadas por esquemas de la
clasilicacion morfoldgica. las limitaciones severas impuestas por una carencia de datos basicamente

cuantitalivos, mis que en mecanismos celulares v regulatorios son reconocidos universalmente.,
Durante los Gltimas 10 anos s¢ ha trabajado para superar este dilema central por una nueva
ion metodologica que consiste en fa separacion cuantitativa de megacatioditos y téenicas
is de células Gnicas (cariotipo. contenido de DNA ete). Dentro de los estudios también se
han incluido modificaciones de centrifugacion diferencial v separacion por gradientes de densidad,
que permite la ripida coleccion de una cantidad importante ¥ bastante  homogénea de
megacariocitos provenientes de la médula 6sea, posterior a la separacion las células son marcadas
con isotopos multiples de DNA cuya actividad se refleja en el contenido de proteinas tanto
citoplusmaticas como estructurales o bien por la valoracion de actividades metabolicas de dichas
proteinas,  El conjunto de exiimenes han sido analizados multivectoralmente. Este acercamiento
tiene un apoyo substancial en la nueva informacion que soporta ambos conceptos derivados del
papel de Ta poliploidizacion en lu formacion de plaquetas (19).

CINETICA PLAQUETARIA

Al igual que los demas clementos mieloides, las plaquetas son producidas a partir de una céluta
madre micloide ¥ cuyas caracteristicas son la [)1UHPOanCl-lhddd y I capacidad de autoperpetu: 1cion,
se localizan en Ta médula dsca y en presencia de un factor especifico inician su diferenciacion hacia
unalinea “celilir detéiminada.” E1 “estimulo’ necesario para la produccion “de - eritrocitos “es
amplinmente conocido, se trata de una sustancia de naturaleza hormonal a la que se le denomina
critropoyeting, de igual manera ¢l organismo cuenta con otros factores necesarios para_la:
leucopoyesis, pero la naturaleza de estas sustancias aln es controvertida. Con respecto-a 'la. "
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dlfercncxon dé la célula madre micloide hacm h [med de las plaqucl.\s s¢ nquxcrm mmbu.n
factores reguladores de la trombopoyesis.

Varios autores han observado que el crecimiento de colonias megacariociticas (CIF \'IK) en mcdio
semisolido, requieren eritropoyetina o condiciones mediadas con suspensiones de células del bazo
tratadas con lectina o con estractos de células leucémicas mielomoenociticas WENI-3 (linea celular
obtenida en rtones) aunque estos Gltimos actuan solo como un potenciador ya que por st mismo
no presentan actividad (33).

El papel de la eritropoyetina en la produccion de plaquetas, se sugiere por la actividad que muestran
algunas preparaciones purificadas de esta hormona en la fommuon de colonias mumumounc.ls y
por la demostracion de la actividad trombopoyética presente en of plasma de animales anémicos.
Por otra parte, In trombopoyeting es una sustancia capaz de estimular especificamente la
produccion de plaquetas, esta hormona ha sido demostrada en ¢l plasma de  animales
trombocitopénicos. en ratones tratados con vinestina ¥ de ratones S1:S19. La administracion de
trombopoyeting “in vivo” activa la diferenciacion de megacarioblisto a megacariocito en presencia
de trombocitopenia, mientras que “in vitro” son requeridos algunos de los agentes potenciadores
mencionados anteriormente (6).

In bast a los ensayos de trombopoyetina realizados en ¢l sobrenadante de eélulas de rindn humano,
se ha considerado w este drgano como el sitio de sintesis, sin embargo en pacientes nefrectomizados
o andfricos s¢ ha  encontrudo un  factor fisiologicamente  idéntico  al del radn  pero
inmunologicamente diferente, lo cual sugiere otros sitios de produccion de la trombopoyetina.
Ademis de los factores mencionados se pueden citar otros como los esplénicos, que también son
denominados especiticos y que actdan como inhibidores o reguludores de la produccion, ya que en
pacientes con purpura trombocitopénicu idiopatica (I'TT) Tn esplenectomia es I solucion. Otros
factores no especilicos, como lis hormonas estrogénicas ocasionan una marcada disminucion en el
nimero de plaquetas durante el ciclo menstrual, en tanto que la albimina de huevo inyectada en
ratiss, asi como en algunos procesos inflamatorios aumentan ¢ nivel de plaquetas (3).

Unu vez que la eélula madre micloide entra en contacto con los factores necesarios, se inicia la
produccion de plaquetas, Ln esta linea de maduracion el primer elemento reconocible es el
promegacarioblasto cuyo marcador es la llamada poliploidia (divisién nuclear sin division
citoplasmitica) o mis recientemente se ha empleado de e tineidn para acetileolinesterasa, el cual
ha revelado un excelente método de identificacion. Ll aspecto morfoldgico de este elemento, es
muy parecido al resto de los elementos que conforman la serie micloide, esta eélula despuds de una
breve serie de divisiones mitdticas da lugar al megacarioblasto el cual es reconocido por su gran
tamanio, citoplasima busolilo, muestra también poliplotdia ¥ comunmente contiene 16 veces el DNA
haploide. Estas células son capaces de incorporar timidina tritizda lo cual s indicutivo de una
actividad nuclear, en este estado se producen muy pocas membranas de demarcacion y escasos
granulos especificos.  Hay también incorporacion de sulfatos ¢n los mucopolisacaridos siendo.
concentrados en ¢l aparato de Golgi, lo que seran los grinulos alfa. Al jgual que én los
megacariocitos se realiza sintesis de proteinas de transporte y un incremento en la concentracion
de ucetilcolinesterasa para la posterior secrecion extracelular, estos componentes al igual que otros,
son producidos y ensamblados en el complejo de Golgi, ¢l cual esta unido a un sistema
reticuloendoplismico y a este nivel ocurre la aparicion de lisosomus primarios. Continuando en la
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linea’ de ‘maduracion’ megacariocitica vstan ‘el promegacariocito y megacariocito a los.que también -
se-los conoce como estado 11 0 ‘megacariocito basofilo y ¢l estado I ¢ megacariocito acidéfilo
respectivamente. Los cambios morfoldgicos que se-presentan a nivel nuclear y en- Lt actividad
citoplasmatica son debidos a un avmento inicial de RNA (megacariocito basofilo} y a los grinulos
azurofilos: paulativamente, ¢l RNA es traducido al lenguaje diferente de aminodcidos con pérdida
de la afinidad tintorial por los colorantes bisicos asi como eosinofilia debido a la sinteis de grinulos
densos ricos en actina y miosina, fibrindgeno, factor VIIL R: Ag, factores 3 y 4 pluquetarios,
scrotonina, beta tromboglobulina y "hu)pmlun ws entre las mas importantes.  Morfologicamente
se producen  cambios como son en la zona de demarcacion de la membrana de la futura plagqueta
a través de un sistema canalicular que determina el tamano de fa plaqueta, el cual ol parecer esta
condicionado por el grado de poliploidia del megacariocito asi mismo se ha observado una relacion
inversa entre el tamano y ¢l nlimero de sus constituyentes (31).

El proceso de maduracion de la serie megacariocitica es aproximadamente de 3 dias en ratas y
conejos, pero a juzgar por el tiempo requerido para recuperarse deuna deplesion laguda de
plaquetas en ¢l humano, esta puede ser de 4 a 5 dins.  Medinte ¢l método de dilucion de
sideroblastos se ha encontrado que la médula 6sea contiene cerca de 6 x 107 megacariocitos por
kilogramo de peso corporal; este n“mero puede también ser caleulado por la incorporacion de hierro
en una porcion de médula dsen. Bl rungo de produccion de plaquetas solo puede ser estimada
indirectamente por ki determinacion del recambio de plaquetas en sangre peritérica en la que varios
autores obtuvieron datos que flucttan entre 35,000 y 66,000 plaquetas producidas por microlitro
de sangre por dia. Se debe senalar que la produccion de estos elementos puede ser también
extramedular sobre todo en el pulmén, pero esta fraceion no es mayor del 12%,

La liberacion de las plaquetas esta también condicionada por estimulos especificos ¢ inespecificos.
IEn este proceso, el citoplasma del megacariocito se invagina entre los espacios de las células
endoteliules, el citoplusma fluye hacia los sinusoides v eventualmente se separa el cuerpo del
megaeariocito v se dirige a la microcireulacion de la médula ésea. el resto del megacariocito
fundamentalmente ol nicleo es degradado por fagocitosis, En sangre periférica la vida media de las
plaquetas ha sido medida por seguimiento de cuentas plaquetarias despuds de la transfusion en
pacientes trombocitopénicos o por la medicion de lu desaparicion de plaguetas marcadas con
isotopos radiactivos. Durante las primeras observaciones, en las que se emplearon jeringas de vidrio
siliconizadas sin anticoagulante, fa vida media fue de 2 & 6 dias en pactentes con defectos en la
produccion sin previa transfusion o embarazo. Estudios mas recientes en los que se emplearon
plasma rico en plaquetas o concentrados  plaquetarios,  adecusdamente  anticoagulados y
provenientes de donadores nomales, ¢l promedio fue de 8 dias,  La mayor recuperacion de las
plaquetas transfundidas se expresa como ¢l cociente del total de plaquetas circulantes entre ¢l
niumero de plaguetas transfundidas, en donde el nimero de plaguetas circulantes se caleula en base
al volomen sanguineo, ¢l cual se constdera como ¢l 7% de peso corporal. Sin embargo la sobrevida:
puede no ser representativa pues el comportamiento es diferente en sujetos trombocitopénicos y
en individuos normales, yia que en los primeros su patologia cursa con incremento en su consumo.
Con respecto a la sobrevida de plaquetas marcadas con isotopos radiactivos, se han encontrado
variyciones entre 8§y 12 dias, en condiciones normales existe un adecuado balance entre ¢l nimero
producido v ¢l destruido, en individuos sanos la produccion de plaquetas por dia esta entre 30,000
y 40.000/mn(36).




Los estudios iniciales de sobrevida plaquetaria sobre “todo con . fiCr en p.lucmu co
trombocitopenia debidaa un -aumento en la destruceion la \'1da mcdla se encontrd acortada en
proporcion al grado de trombocitopenia (10). : o ; .

Con creciente interés se ha tendido a descartar diferencias por ‘minimas ‘que estas scanen los,
estudios de sobrevida, por ejemplo es necesario evaluar efectos debidos a enfermedad vascular, dieta
o drogas, por esto se han aplicado métodos de evaluacion como son los a is matematicos
usando tanto curvas lincales de sobrevida como logartmicas (vida media dividida entre el log na-
tural de 2). los datos son analizados por computadora con lo cual se elimina constderablemente
variaciones debidas o secuestro, utilizacion. manipulacion, heterogeneidad en la edud de las
plaquetas (10,

En cuanto al consumo de las plaquetas, también ha sido estudiada con el empleo de isotopos
radiactivos { Diisopropilfluorurofosfato?® P-DIP) detectando actividad en las paredes det endotelio
a los 30 minutos (métodos de histiorradiografia combinada con microscopia L[LLH()I\ILJ) cn o110
sitios como el bazo ¢ higado se detectan porcentajes eatre el 135 al 0% ¥ utia minima cantidad
perecen por desvitalizacion (sencetud). Cuando las plaquetas son marcadas con® Cr v transfundidas
en personas normales, sélo cerca de 2/3 partes permanecen en circulacion, en tanto que casi el
100%% pueden ser recobradas en sujetos esplenectomizados, lo que sugiere que I distribucion de
plaquetas ¢s afectada por el buzo, este organo mantiene un “pool” que representa 173 parte de la
i plaguetaria en T circulacion general. Sin embargo los mecanismos de formacion de este “pool”
son inciertos. las pariculas menores a 26 3 micras de diiimetro tienden a pasar la pulpa roja y de
ahi a los cordones esplénicos, este ¢s un cunino mas tortuoso que los sinusoides esplénicos
generalmente utilizado por los eritrocitos, esto da como resultado un transito mas lento de las
plaquetas que el resto de los elementos formes de In sangre, se i caleulado que ¢l ticmpo promedio
en este organo es de $ a 10 minutos (2).

En estudios de microscopia clectronica, se ha demostrado un niimero considerable de plaquetas
adheridas o la superficie de célulus reticulures en los cordones esplénicos, asi como en las células
endoteliales de los sinusoides, al parecer la adhesividad es un factor que condiciona su paso a través
del citado Organo.  El compartimiento esplnico aparentemente no tiene significancia pero en
transtornos caracterizados por esplenomegalia el 80 6 90% de la misa pluquulariu puede estar
retenida en el bazo ocasionundo trombocitopenia en la circulacion periférica. Las plaquetas
recientemente formadas son mis efectivas durante Ta hemostasia, que las plaquetas cuyo promcdlo
de edud es mayor. Esto se ha fundamentado por las observaciones clinicas v por estudios “in vivo”
en los que las plaquetas jovenes se obtuvieron por induccion de trombocitopenia inmunologica ¥
suprimida posteriormente, lus plaquetas seniles se colectaron de ratones irradiados en médula osea,
cada uno de ¢stos “pooles” fue transfundido en ratones trombocitopénicos y se encontrd que las
plaquetas jovenes circuluban por mais tiempo que las mas viejas, de esto se puede deducir que. la
senectud es un factor determinante en fa climinacion. de las plaquetas -por- el ~sistema
“reticuloendotelial (31).

" Existe suficiente informacion de las dilerencias funcionales, fisicas v - bioquimicas entre- las
pobluciones normales de plaquetas jovenes ¥ viejas. En base a estudios de centrifugacion diferencial,
recuento electronico ¥ tamano de las células. se ha visto que las plaquetas mis jovencs son mis
grandes y progresivamente disminuyen de volitmen con la edad. Las diferencins bioquimicas-cntre
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las plaquetas grandes-pesadas y pequenas-ligeras son significativas en cuanto a concertraciones de.
glucdgeno; proteinas, - fosfolipidos v colesterol encontrandose siempre en mayor cantidad en las
células mas jovenes. Estructuralmente, las jovenes presentan mas grinulos densos, mitocondrias y
-sistema .canalicular. Las dJiferencias en la obtencidn de cnergia son muy notorias, ya que en las
ligeras Ja actividad funcional como es fa capacidad de respuesta a estimulos agregantes, liberacion
de los factores 3 v 4 v a la capacidad de adhesividud a coliigena esta disminuida, en tanto que las
plaquetas jovenes hemostiticamente son mas activas.

Finalmente ¢s importante recordar que es posible encontrar varaciones fisiologicas en lu formacion
de plaquetas. Se sabe gue los valores de plaquetas en un hombre aduito oscilan entre 150,000 ¥
400,000. mn? ligeros incrementos fisiologicos han sido reportados en sangre arterial. durante la
ovulucion se observan moderados aumentos seguidos de una caida progresiva durante los 14 dias
previos a la menstruacion. Otras situaciones como ¢l ejercicio vigoroso o varaciones en la altitud
producen aumento ¢n el niimero de pliquetas.

La evaluacion clinica de la cinética plaquetaria posterior a Lt transfusion terapettica de estas célulus
de ordinario no son necesarias paru establecer un wdecuado seguimicento del tratamiento con dichos
clementos, sin embargo ¢l conocimiento obtenide acerca de la dinamica- plaquetaria proporcnon.x
excelentes fundamentos en las decisiones clinicas.

CONCLUSION

Este trabajo intenta resumir las investigaciones récientemente realizadas cn una gran cantidad de
laboratorios. l.a_mayoria dec los cstudios estan orientados para obtener “informacion ‘sobretodo
dirigida -ala regulacion de la megacariocitopoyesis. Esta proliferacion de informacion es facilitada’:
por la aplicacion de muchas metodologias novedosas en este campo. Todo este esfuerzo “ha-
- conducido a la_produccion ¥ purificacion de factores estimulantes ademas del dominio: del “area:
cognascitiva de la cinética plaquetaria. Si se continua con este esfuerzo duranté la presentc década
con seguridad se daran resultados que conduzean a la identificacion de factores o moduhdorcs
Lstunul.ml(.:. del crecimiento, relevante en la fisiologiu de las poblaciones celulares. L
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