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1 MOTIVACION

1 1 MOTIVACION GENERAL

La eritropoyesis es el proceso fisiolégico por
el que la stem cell pluripotente se reproduce y dife
rencfa hacia el compartimiento eritrobldstico hasta
alcanzar, tras una ordenada secuencia de estadfos ma
durativos, su objetivo final 1la circulacién sanguf-
nea del hematfe A grandes rasgos, los dos requeri-
mientos mds importantes para la realizacibdn de este
proceso fisioldgico en los mam{feros adultos son pre
sencia de stem cells capaces de un amplio potencial
de proliferacién y diferenciacibdn, asf como regulacidn
del proceso por la hormona eritropoyetina

Sin embargo, el avance en el conocimiento de la
fisiologfa de la eritropoyesis por el desarrollo de
técnicas experimentales "in vivo" e "in vitro" que per
miten estudiar sus etapas mds precoces, asi como la
acumulacibn de evidencias fisiopatolbgicas que 1inciden
en la cinética y calidad del proceso, dan soporte a
una mayor complejidad en los mecanismos de induccién
y regulacién para la maduracibn eritroide, lo que in-
cluye, sumariamente, evidenclas sobre la existencia
de mecanismos humorales distintos a la eritropoyetina,
asf como de mecanismos de interaccidén celular El cono
cimiento de estos factores ha de contribuir, sin duda,

a un progreso decisivo en la comprensién de la totali-



dad del proceso tanto en su dimensién fisiolbgica co-

mo en circunstancias patoldgicas no bien explicables



1 2 MOTIVACION PERSONAL

La Hematologfa se constituye actualmente en una
disciplina de estudio con posibilidades 1limitadas, en
permanente expansién hasta poder ser considerada como
una auténtica vanguardia en determinados aspectos de
los avances en medicina El clfnico que convive dia-
riamente con el enfermo hematoldgico estd sometido de
forma permanente a estimulos derivados, de una parte,
de la gravedad de los problemas que se le plantean,u
chos de ellos sin una solucidén inmediata viable, y por
otra, de la consciencia de que la hematologfa es una
disciplina de gran viveza, sometida constantemente a
revisién de conceptos, a nuevas aportaciones de cono-
cimientos que tienden a 1ir cubriendo paulatinamente -
las amplias lagunas de 1gnorancia fisiopatolbégica que
caracterizan, ain actualmente, a la mayorfa de hemopa
tfas En este ambiente de motivacidén para el estudio,
es d1ffcil sustraerse a la posibilidad de desarrollar
una tarea investigadora, pues se es consciente de que
la mentalizacidén en tal sent1do es una actitud que de
be presidir el pensamiento del clfnico El desarrollo
de esta actitud investigadora estd al alcance del he-
matdlogo en primer lugar a través de la investigacién
clfnica, realizable por la sistematizacién en la asig
tencia de enfermos, con un minucioso espiritu observa
dor y critico de la experiencla diaria De aqui surgi

rén las inquietudes que mueven a la investigacidén bé-



sica y que la hacen lfcita en cuanto tiende, a corto
0 largo plazo, a ser soporte de nuevas orientaciones

terapéuticas

M1 trayectoria profesional dentro de 1la medicl
na se ha desarrollado, desde 1972 hasta la actuali -
dad, en la Escuela de Hematologl{a Parreras Valenti,
dirigida por el Profesor Ciril Rozman En este cen -
tro, primer enclave de una concepcidn auténticamente
cient{fica de la Hematologfa en el pafs, he tenido -
ocasibn de desarrollar una actividad marcada por la
responsabilidad en la ampliacibdn de conocimientos,
Siempre en base a una mejor tarea asistencial La 1n
quietud cientf{fica del grupo ha comportado la sensi-
bilizacién hacia aspectos concretos de la especiali-
dad por parte de cada uno de sus elementos integran-
tes Asf surgié m1 interés por la temdtica de la eri
tropoyesis y, dentro de ella, por las nuevas perspec
tivas de conocimiento fisiopatoldgico gue ofrece el
cultivo de los precursores eritrobldsticos en mode -
los "in vitro" Mi posterior contacto con el Profesor
Esma1l D Zanjani, Director del "Human Diagnostic Bone
Marrow Research Unit", ubicado en el Veterans Adminis
tration Hospital de Minneapolis y dependiente de la
University of Minnesota (USA), supuso ml acceso diregc
to al aprendizaje de la investigacién como disciplina

de trabajo intelectual y, en concreto, de la metodolo



gla en el cultivo de los precursores eritrobldsticos
La 1indudable talla cientffica del Profesor Zanjani,
avalada repetidamente por sus numerosas aportaciones
al conocimiento de la fisiologfa de la eritropoyesis,
no desmerece de su categoria humana, asimismo excep-
cional Bajo su tutela cientifica y constante apoyo

fué posible la realizacidn de este trabajo
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2 REVISION DE LA
BIBLIOGRAPFIA

2 1 STEM CELL PLURIPOTENTE (CFU-S)

Los hematfes derivan de una poblaciédn celular
de la médula 8sea poseedora de una extensa capacidad
proliferativa Este precursor celular, denominado
stem cell pluripotente (77), estd destinado, por la
misma naturaleza de la hemopoyesis, a sustentar la
homeostasis celular sanguinea, como compartimiento
estable frente a las constantes y fisiolégicas pérdi
das de elementos celulares maduros presentes en la
sangre circulante Como consecuencia de ello, sus ca
racter{sticas mds importantes deben ser la auto-reno
vacidn y consiguiente perpetuacidn como estirpe celu
lar, a la vez que su capacidad de diferenciacién ha-
cia las distintas lfneas madurativas de la sangre, de
caracterf{sticas morfoldgicas y funcionales tan dispa-
res Desde esta perspectiva, la reproduccibn de la

stem cell comporta basicamente y de forma simultédnea,

dos posibilidades

a) La génesis de células hijas de caracteristicas
y potencialidad similares a las de su predece-
sor, concepto inherente a la auto-perpetuacién
de la especie celular

b) El trdnsito obligado para acceder a compartimien

tos celulares madurativos progresivamente avanza



dos y especializados Las primeras etapas de es

ta alternativa de la stem cell pluripotente cons
tituirdn los denominados compartimientos "compro
metidos" ("committed"), unipotenciales para cada
linea madurativa de la sangre De entre ellos,el
compartimiento eritroide y sus mecanismos de re-

gulacién centra el objetivo de esta Tesis

Aunque la stem cell pluripotente no ha sido ain
caracterizada morfologicamente, se asume que posee ca
racter{sticas préximas a las del linfocito circulante
(51,90) del que se diferenciaria ultraestructuralmen-
te (112,139)

La existencia de la stem cell pluripotente hallé
soporte experimental en la i1nfusidn venosa a ratones
receptores irradiados a dosis letales (131) 6 del ge-
notipo anémico W/W' (78) de un mimero adecuado de cé-
lulas procedentes de la médula Ssea de una ratén iso-
génico sano, observédndose, de 9 a 14 dfas mds tarde,
la formacidn de colonias macroscépicas de tejido hemo
poyético en el bazo del ratén receptor, quien, respec
tivamente, sobrevivirfa a la irradiacién 6 corregiria
el defecto gendético Estas colonias esplénicas, sustra
to anatémico de la evidencia experimental de la stem
cell pluripotente, han determinado su denominacidén

CFU-S (Colony Forming Unit - Spleen) (figura 1)
Ya desde las experiencias iniciales (131) fué



FIGURA 1:

Produccién de colonias esplénicas de natu
raleza hemopoyética en ratones letalmente
irradiados, por la infusidén de células de
médula 8sea isogénica.



postulado que las colonias esplénicas eran de natura-
leza celular clonal y por ello, cada colonia derivaria
de una Unica stem cell CFU-S Esta hipbtesis, basada
en cdlculos de relacidn 1lfneal entre el ndmero de cé-
lulas infundidas, nimero de colonias observado y cur-
ves de supervivencia a la irradiacidn, fue confirmada
con posterioridad Asf, Becker y cols (8), usando ra
diacién 1onizante a efectos de causar lesidn cromosé-
mica en las células de la médula bsea del animal donan
te, obtuvieron un adecuado marcador citogenético con
el que seguir el crecimiento de la CFU-S en las colo-
nias esplénicas del animal receptor El exdmen poste-
rior de las colonias obtenidas a partir de estos do-
nantes mostrd que un cierto nimero de ellas contenfa
el marcador cromosémico inducido por la irradiacién,
as! como que en cada colonia en que se hallé el marca
dor, éste se evidenciaba en la prdctica totalidad de
cdlulas en metafase de la colonia (95 a 99%) De for-
ma mds concluyente (1l43), se inyectaron en animales -
receptores irradiados mezclas de células normales con
otras exhibiendo determinadas traslocaciones cromosdé-
micas como marcador El estudio citogendtico de las -~
colonias obtenidas mostré para cada una de ellas -
el cariotipo normal & bien el andémalo, no evidencidn-
dose en ningin caso ambos en una misma colonia
Distintos métodos han sido usados para demostrar

que la CFU-S es de naturaleza pluripotente Exdmenes
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histolégicos de las colonias esplénicas en una fase
temprana de su desarrollo mostraron un sélo tipo de
diferenciacién celular, sin embargo, mids tardiamen-
te era posible i1dentificar en la mayorfa de las co-
lonias evidencias de maduracién corregspondiente g -~
las tres series medulares, eritroide, granulocftica
y megacariocitica (11,27,72) A través de la prdcti
ca de suspensiones celulares a partir de colonias -
individuales se pudo demostrar la coexistencia de po
sitividad a las mieloperoxidasas con la de incorpora

55

cién de Fe”” en células de una misma colonia, lo que
se 1nterpretd como evidencia simultdnea de maduracién
granulocitaria y eritroide (38) La evidencia defini
tiva de la naturaleza pluripotente de la CFU-S fue
aportada por Wu y cols (149), a través de la combi-
nacién de las técnicas de marcaje cromosémico median
te 1rradiacidn con estudios de incorporacién de Fe55
y de actividad mieloperoxidasa En este estudio, cier
to ndimero de colonias mostré un marcador genético co-
min para las células granulociticas y eritroides

De modo similar, la capacidad de auto-renovacidn
atribuida a la CFU-S pluripotente pudo ser demostra-
da experimentalmente cuando suspensiones celulares de
colonias esplénicas disecadas cuidadosamente y re-in
yectadas a ratones receptores irradiados dieron lugar

al desarrollo de nuevas colonias esplénicas en el se-

gundo animal (81,121) La re-infusién de células obte
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nidas a partir de colonias con caracter{sticas de di
ferenciacidn aparentemente correspondientes a una y-
nica lInea madurativa permitid obtener colonias esple
nicas que mostraron maduracidn indistintamente para
las tres lineas celulares de la médula 8sea Ello in
dicaba la persistencia en la colonia de origen, de -
células del compartimiento CFU-S pluripotente coexis
tiendo con otras correspondientes a fases madurativas
méds avanzadas y de cardcter unipotente (61,71)

Vemos pues que, atendiendo a lo expuesto, la
CFU~S reune las condiciones de capacidad para la auto-
renovacién as{ como para la diferenciacién hacia cual
quiera de las lfneas madurativas de la médula 4sea,
cumpliendo ampliamente los requerimlentos que la defi
nen como stem cell pluripotente

Aunque las experiencias con el modelo de colo-
nias esplénicas permitieron ver que estas no contenfan
linfocitos, por medio de la induccidén de marcadores
cromosémicos mediante radiacién i1onizante en las célu
las de médula 8sea previamente a su infusibdn al animal
receptor, fué posible observar la existencia de un pa
trén cromosémico comin para las células de las colo-
nias esplénicas y las células linfoides repobladoras
del timo, bazo y ganglios linfdticos (27,28,136) Este
fendmeno argumentd en favor de la existencia de una
stem cell de ubicacién mds primitiva que la CFU-S, pre

suntamente precursora de ella y de los progenitores



=12~

linfocitarios En un estudio posterior (1), la infu-
s1én de células de médula Ssea con un marcador cromo
sémico Unico en receptores W/WV definié tres tipos -
de resultados en algunos animales, el marcador cro-
mosémico se evidencid en las colonias esplénicas (CFU-
S) asf como en las células linfoides del timo, bazo y
médula bsea, y también en aquellos linfocitos suscep-
tibles de activarse por la fitohemaglutinina y por 11
popolisacdridos Por ello, se puede concluir con cer-
teza sobre la existencia de un precursor comin para -
las células de la médula 4sea y para los linfocitos,
que se ha denominado CFU~-LM En otros casos, el marca
dor sblo se evidencid en las colonias esplénicas, lo
que confiere a la CFU-S cardcter de potencialidad di-
ferenciativa restringida para las lineas celulares ma
durativas de la médula 8sea El tercer patrén observa
do permitid visualizar la alteracidén cromosémica res-
tringida a las células linfoides del timo y a las cé-
lulas linfoides esplénicas estimulables por la fitohe
maglutinina, sugiriendo la existencla de un precursor
celular especifico para los linfocitos T

Bruce y McCulloch (16) usando el mismo modelo -
de colonias esplénicas en ratones receptores irradia~
dos, observaron que el estfmulo hipéxico incrementaba
1a produccidn eritroide esplenica, pero al mismo tiem
po drsmnufa el compartimiento de stem cells CFU-S,

hecho comprobable por un descenso en el potencial de
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transplante a partir de éstas colonias esplénicas

A través de esta observacidn se postuld la existen-
cla de un compartimiento celular intermedio de pre-—
cursores eritroides, abastecido a partir del compar
timiento pluripotente CFU~S, el que a cambio de es-
ta funcién reducirfa su capacidad pluripotencial y,
consecuentemente a ello, su eficiencia para el trans
plante Dada la Intima relacién entre el estfmulo hi
pbéxico y la produccidn de eritropoyetina, se estable
c1é la exaistencia de una célula precursora unipoten-
te eritropoyetina-sensible, individualizable de la
CFU-S Esta hipdtesis se hizo extensiva para cada una
de las lfineas madurativas de la médula bsea, eritroi-
de, granulocftica y megacariocitica, cuyos comparti-
mientos especificos pudieron evidenciarse mediante la
aplicacidén de métodos que inhibfan la reduplicaciédn
de uno & mds, pero no de todos los compartimientos de
stem cell "comprometidas" a una maduracidén especifi-
ca, mediante vincristina (127) y timidina suicida (67)
Como resultado de estos estudios, McCulloch (77) pro-
puso un modelo para el control de la proliferacién y
diferenciacidn de las células precursoras hematopoyé
t1cas Segin €1, el compartimiento CFU-S estarfa nor-
malmente en una situacidén estable, con la mayorfa de
sus células en fase no proliferativa G, Estas célu-
las podrfan ser inducidas, indistintamente, hacia un

ciclo proliferativo destinado a la simple divisidn ce
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lular, 6 bien hacia un proceso diferenciativo que cul
minarfa en un "compromiso" madurativo especifico, en-
trando a formar parte del compartimiento de "stem cell"
unipotencial de la lfnea celular correspondiente

Existen aportaciones bibliograficas que dan so-
porte a la existencia de una posible heterogeneidad -
del compartimento celular pluripotente CFU-S Asf se
distinguirfan dos subpoblaciones, la CFU-S-1, pluripo
tencial y capaz de autorenovacién, y la CFU-S-2, tam—
bién pluripotencial pero incapaz de reduplicarse (115)
Aunque parecerfa légico que los compartimientos unipo
tentes se generaran especificamente a partir de la
CFU-S-2, no se excluye la posibilidad de diferencia-
cién directa a partir de la CFU-S-1 (74)

La capacidad de la CFU-S para la auto-renovacién
es muy amplia, excediendo, en roedores, la extensidn
media de vida de las especies estudiadas Sin embar-
go, a través de experiencias de transplantes seriados
en ratones (122) & exposicidbdn a agentes alquilantes
(12,13,50) es posible evidenciar su agotamiento

La ubicacibdn de la CFU-S en el ratén incluye la
médula 8sea, el bazo, y en mucha menor proporcién la
sangre circulante, localizaciones de otra parte simi-
lares a las detectadas en el hombre Su capacidad pa-
ra transplante muestra una cierta heterogeneidad en -
func1dn de su localizacidn (114,141) 8 fase de ciclo

celular en que se encuentre (66), definiéndose una
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fraccién transplantable (f) valorada, en bazo de ra-
tén, en valores oscilantes entre 3 y 24% (76,116,121)
Cabe por Ultimo, hacer mencidn de la posibili-
dad de criopreservar la CFU-S (dimetilsulfdxido § gli
cerol en nitrégeno 1fquido), lo que permite mantener
intacta su viabilidad para transplante (42,71,113) y
su uso posterior en el rescate de pacientes oncoldgi-
cos sometidos a terapéuticas citostdticas a dosis que
supondr{an una lesidn irreversible de la stem cell
Esta perspectiva, sin embargo, debe ser contemplada
con las debidas reservas, dado que habitualmente el pa
ciente oncolégico es sometido a tratamientos quimiote
rédpicos previos con asociacidén de agentes alquilantes,
lo que supone riesgo de limitacién de las propiedades
de la stem cell, con reduccibdn de su potencial para -

la auto-renovacibn y transplante
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2 2 MECANISMOS DE INDUCCION Y REGULACION DE LA
STEM CELL PLURIPOTENTE

Bajo esta denominacidn vamos a referirnos a la
multiplicidad de factores que, actuando a nivel de -
la reproduccidén y diferenciacidn celulares, modulan
cualitativa y cuantitativamente la secuencia de la he
mopoyesis A través de éstos mecanismos, la stem cell
se vé facultada para ejercer su papel fisioldgico en
el mantenimiento de la homeostasis celular sangufnea
Por ello, su importancia estd a la altura de la propia
stem cell La naturaleza y modo de accidn de estos fac
tores es de Indole muy diversa y en la mayorfa de ellos
no perfectamente conocida

Dentro de la doble altermativa de la stem cell
pluripotente, auto-renovacidén y diferenciacién, la 1in
fluencia reguladora de factores tales como la eritro-
poyetina 6 el colony-stimulating factor (CSF) es total
mente nula, dado que su efecto hormonal se ejerce en
etapas posteriores del proceso hemopoyético, correspon
dientes a los compartimientos celulares ya "comprome-
t1dos" a una determinada diferenciacidén Surge asf la
primera incégnita, sobre que mecanlsmo/s controlarian
directamente la reduplicacidbn de la CFU-S asf como su
decisién de diferenciacién hacia una lIinea madurativa
especifica Existen numerosos i1ndiclos experimentales

que dan soporte a la 1dea de que las fases mds preco-
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ces de la hemopoyesis, correspondientes a la sctivi-
dad proliferativa de la CFU-S, vienen reguladas fun-
damentalmente a través de mecanismos de interaccién
celular El aspecto mds conocido de esta modalidad -
de regulacidn vino a través de la introduccidn del

concepto de los denominados "Microambientes inducti-

vos hemopoyéticos" (HIM) (27,29)

Microambientes inductivos hemopoyéticos -

Pese a que en un principio, se invocaba un me-
canismo de azar en la decisibn de diferenciacidn de
la CFU-S pluripotente hacia uno u otro compartimien-
tos "comprometidos" (132), el estudio minucioso de
los fenémenos de "anidamiento" ("homing") de células
de médula 8sea infundidas para repoblar la médula
§sea y el bazo de roedores letalmente irradiados, en
situaciédn de normo o policitemia, permitib sustentar
la existencia de unas reglas de Indole micro-geogrifi
co en la decisidn de diferenciacidn tanto en la médu-
la 8sea como en el bazo, presumiblemente dictadas por
el estroma reticulo-endotelial de ambos Srganos (134)
Este estroma fué considerado subdividido en cuatro di
ferentes tipos de microambiente, determinantes de una
maduracién hemopoyética especifica eritroide, granu
locftica-neutréfila, granulocftica-eosindfila y mega-
cariocftica La proporcidén de cada uno de ellos pre-

senta una distribucién distinta para la médula {sea
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que para el bazo, de forma que el transplante de es-
troma medular en el bazo § de estroms esplenico sub-
cutaneamente mostraron que cada tipo de estromas rete
nfa sus caracterfsticas especificas de dar lecho g -
la hemopoyesis, ejerciendo un control cierto en la de
cisién de diferenciaciédn (148)

Los microambientes granulocf{tico y eritroide
presentan una distribucidén esplénica diferente y es-
pecifica, segin puede observarse en el bazo del ratén
huesped 1rradiado e infundido con células de médula
6sea Las colonias granulociticas se originan adyacen
temente a la cédpsula § trabdculas esplénicas, & en
los folfculos de pulpa blanca depleccionados por efec
to de la irradiacibn A diferencia de ello, las colo-
nias eritroides pueden aparecer en cualquier localiza
c1én en el seno de la pulpa roja del bazo, pero no en

los folfculos linfoides vacfos, a los que bordeardn

(27)

S{, a efectos de supresibén de la produccibn en-
dégena de eritropoyetina, el ratén huesped i1rradiado
es convertido en policitémico mediante hipertransfu-
s1én, las colonias eritroides, que habitualmente son
las que exhiben el crecimiento mids rdpido en este mo-
delo experimental (aparentes y reconocibles a los sels
dfas post-infusién de médula §sea), muestran un creci
miento mds lento con consigulente reduccién en su ta-

mafio y ausencia de diferenciacidn morfolégica, 1nclu-
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so después de diez dfas del transplante En ningdn ca-
so entran en diferenciacidén granulocftica & de otro -
tipo, cuando,de forma simultdnea, se han desarrollado
¥y diferenciado colonias adyacentes con otra especifi-
cidad madurativa (29) Ello probarfa que la especiall
zacibn diferenciativa es geogrdfica y no temporal La
admnistracién al huesped de eritropoyetina condicio-
na en un momento dado la rdpida proliferacidn y dife-
renciacién eritroide de estas mismas colonias La nue
va supresidn de la eritropoyetina revierte estas colo
nias a la indiferenciaciédn morfolégica, aunque mante-
niendo un mayor tamafio Estos cambios indican que ba-
Jo la influencia de un microambiente eritroide, las -
células resultantes de la stem cell pluripotente que
origind la colonia estdn abocadas a una diferencia-
cién eritroide, fenémeno que requiere de la influen-
cia adicional de la eritropoyetina para hacerse aparen
te As{ pues, el microambiente eritroide condicionara
que parte de las células descendientes de la CFU-S plu
ripotente adquieran sensibilidad a la eritropoyetina,
propiedad de la que carece el precursor de origen Es
tablecida esta influencia inductiva del microambiente
eritroide y suponiéndose su existencia para los otros
microambientes, se elaboré el término "microambientes
inductivos hemopoyéticos" (HIM) Sin embargo, debe rg

marcarse que este mecanismo 1nductivo ha sido probado
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sblo para el HIM eritroide

Como dato experimental aleccionador de la espe
cializacidén de los microambientes, es de sefialar que
en el ratén irradiado, las colonias esplénicas mues-
tran un predominio de la maduracibdn eritroide sobre
la granulocftica en una relacidén de 3 1 A diferencia
de ello, las colonias desarrolladas en el estroma de
la cavidad medular muestran un predominio granuloci-
tario en una proporcidén de 2 1 Ante la posibilidad
de que el fenémeno se explicara por un anidamiento -
"selectivo" para cada tipo de stem cell "comprometi-
da", se procedib a infundir huespedes i1rradiados con
dosis elevadas de células de médula &sea, procedién-
dose 24 horas mids tarde a recoger las células anida-
das en las cavidades medulares de estos huespedes,
reinfundiéndolas en un segundo huesped i1rradiado La
relacién eritroide granulocIitica de las colonias esg
plénicas y medulares observadas en los huespedes se-
cundarios fue similar a la hallada en los primarios
Esta experiencia descarta la hipétesis de un anida-
miento "selectivo", reflejando la preponderancia del
HIM eritroide en el bazo del ratdén, asl como del HIM
granulocitico en su médula bsea, actuando ambos so-
bre la stem cell CFU-S pluripotente Del mismo mo-
do, bazos completos de ratén fueron transplantados
subcutaneamente a ratones isogénicos, mostrando una

relacidn eritroide granulocitica similar a la del ba
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zo "1in situ" El implante de fragmentos de estroma
de la médula bsea por puncidbn en el bazo de ratones
1sogénicos permiti18 observar una relacién granuloci-~
tica eritroide similar a la de la médula bsea "in s1
tu", con predominio del crecimiento granuloc{tico Al
mismo tiempo, el parenquima esplénico intacto de alre
dedor mantuvo la proporcidén madurativa propia del ba-
z0 Aquellas colonias gque crecleron en la interfase de
ambos estromas mostraron invariablemente un cambio
brusco del tipo hematopoyético en el 1limite entre uno
y otro tipo de estroma, con eritropoyesis en la ver-
tiente esplénica y granulopoyesis en la medular Esta
serfa la explicacibdn para la tipica colonia precog
mixta observable en el modelo experimental standard
Habitualmente consiste en una gran colonia eritroide
con granulopoyesis 8 megacariopoyeslis en la porcién
periférica, sugiriendo que una CFU-3S asentada inicial
mente en un microambiente eritroide, presentarfa un
crecimiento rdpido hasta desbordar los limites geogrd
ficos de &ste, contactando con otro microambiente gra
nulocftico & megacariocftico, que inducirfa una madu-
racién distinta de las CFU-S pluripotenciales ubica-
das en €1

Fn un modelo experimental distinto, tal es la
rata, la hemopoyesls esplénica tiene como caracter{s-
tica llamativa el ser exclusivamente eritroide As{,

usando una rata como huesped irradiado, la infusidn
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de células de médula 6sea de ratén mostrd una madura
cién esplénica exclusivamente eritroide En la eXpe-—
riencia inversa, la infusidén de células de méduls §é-
sea de rata en un ratdén huesped i1rradiado mostré una
maduracién esplénica con una relacidn eritroide gra,
nulocitica propia de la especie del huesped, 3 1, pe
ro con el marcador citogenético propio de la rata en
las células obtenidas a partir de las colonias (109)
Ello viene a constituir una evidencia experimental
mds en favor de la existencia de un HIM funcional

La persistencia de actividad de los HIM en los
modelos experimentales tras la irradiacidn permite a
firmar que la radio-resistencia es una de las carac-
ter{sticas de las células que eJercen este efecto En
general, se asume que estas células pertenecerfan al
sistema reticulo-endotelial (135) Diferentes eviden
cias permiten establecer que el HIM es una estructu-
ra funcional fija, no circulante, de forma que una -
agresién importante como puede ser una irradiacidn a
dogsis muy elevadas no propicia su restauracién (63)
Otro tipo de agresiones, tales como la isquemia § el
curetaje de la médula 6sea, permiten la regeneracidn
funcional del HIM en un intervalo de 2-3 semanas (64,
65,147) Se ha pretendido una cierta especializacidn
morfoldgica para determinadas células del HIM, espe-
cialmente aquellas que darfan soporte a la maduracién

eritroide (70) Del mismo modo, el cultivo "in vitro"
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de células del HIM permite, tras una aparente desdi-
ferenciacién morfoldgica ("fibroblastos"), su recupe
racibén morfolégica y funcional tras su reimplantacién
a un modelo animal "in vivo" (39)

Las evidencias experimentales que se han descri
to, sustentan la hipétesis de los HIM a travdés del
andlisis minucioso de la secuencia y caracter{sticas
del desarrollo del modelo de colonias esplénicas des-
¢rito inicialmente por Till y McCulloch Otras obser—-
vaciones, en modelos eXxperimentales distintos "in vi-
vo" e "in vitro", argumentan asimismo en favor de me-
canismos de interaccién celular en el control prolife

rativo de la CFU-S

Modelos de anemias genéticas en ratones -

En ratones, la prdctica de una timectomfa neona
tal es capaz de generar anemia, cuya correccidn corre
a cargo de la adicidén de linfocitos T autbélogos (89)
Este hallazgo constituyd la primera evidencia de que
el sistema linfoide inmunocompetente podrfa ejercer

algin tipo de efecto regulador en el proceso eritro-

poyético
La cepa de ratones w/W' constituye un modelo de

anemia geneticamente determinada, con caracteristicas
de macrocitosis y neutropenia acompaiiantes (86,106)
Puesto que el defecto era susceptible de correccidn

mediante el transplante de stem cells normales, se asu
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mfa que el defecto era debido a la presencia de una
deficiente stem cell CFU-S (78,86) Sin embargo, re-
cientes estudios han mostrado como la correccidn del
defecto mediante médula Esea normal podfa ser preve-
nida mediante el pre-tratamiento de las células del
donante con un antisuero anti-Thy-1 2 (especffico an
ti~linfocito T) en presencia de complemento (144)
Del mismo modo, la deplecién de células T en la médu
la ésea del donante previamente a la infusién en el
huesped, 1mp1did también la correccidbdn del defecto de
la eritropoyesis La adicidbn de timocitos normales se
mostré capaz de reconstituir la capacidad de la médu-
la 4sea normal para corregir el sindrome anémico de -
la cepa W/W' (119,144) Otras células, tales como las
que constituyen la fraccidbn adherente de exudado peri
toneal de un ratén normal, mostraron asimismo capacl-
dad para corregir el defecto (17) Dada su mds que DPro
bable naturaleza macrofdgica, es de suponer que su e-
fecto se ejercerfa a través de mecanismos de interac-
c1én Intima con los linfocitos T

La prevencidén del efecto curativo gJjercida por
el antisuero anti-Thy-l 2 no afecta en absoluto al de
fecto en la granulopoyesis gue se vé normalizada pese
al antisuero anti-T (119,144)

La cepa de ratones Steel (Sl/Sld) se caracteri-

za por presentar con caricter genético anemia macroci
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tica severa, defecto en la pigmentacidn del pelo y
aumento en su radio-sensibilidad (79,86) La infu-
s1én en este modelo de mutantes de células de médu
la 6sea normales no corrige su defecto, mientras -
que sus stem cells son capaces de restituir a lg -
normalidad la hemopoyesis de un huesped irradiado
Ello permrte suponer que el defecto de la hemopoye
sis se halla ubicado a nivel de un HIM defectuoso,
de forma que sus stem cells pueden corregir la ane
mia macrocitica de la cepa W/W' Ambas cepas, W/W'
y Sl/Sld, en parabiosils, corrigen mutuamente el de
fecto de la hemopoyesis La interrupcibn de la pa-
rabi1osis supone persistencia del defecto en el S1/
Sld al tiempo que el W/W' corrige definitivamente
su defecto Ello viene a confirmar la localizacién
del defecto de la cepa Steel (51/51%) en un HIN de
fectuoso y no circulante, asimilado como se ha men
cionado anteriormente al sistema reticulo-endotelial
(9,10)

La figura 2 esquematiza las anemias genetica-

a
mente determinadas de las cepas murinas S1/S1° y

ww'

Fendmeno de"resistencia hibrida" -
Sumariamente, consiste en un retraso en la madu
racién de la stem cell CFU-S que se observa al trans

plantar médula 6sea de un donante de una cepa de ra-

tones "inbred" (C 57 BL/6) a un hibrido F1 irradiado
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FIGURA 2: Esquema representativo de las anemias
geneticamente determinadas en las cepas
muirinas 51/51% (defecto del HIM) y W/WV
(defecto de la stem cell).
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(26,80) La aparicibén del fendémeno requlere de una 1in
compatibilidad entre donante y receptor en el locus
H-2 El fenémeno significa un retraso en la maduracidn
de la CFU~S de alrededor de doce dfas, a partir del
cual la secuencia de reduplicacidén de la CFU-S es si-
milar a la normal observable entre huesped y donante
singénicos

Dado que la existencia de la i1ncompatibilidad
H-2 no supone obligatoriamente la aparicidén del fend-
meno, y que la sensibilizacién previa del receptor
con células del donante no incrementa la magnitud de
éste, cabe plantear otros mecanismos como explicativos
de su aparicidén En este estudio, se demostré que el
bloqueo del sistema mononuclear-fagoc{tico del recep-
tor mediante partfculas de sflice previamente al trang
plante i1nhibfa la aparicidén del fenémeno Del mismo
modo, el pre-tratamiento con un protector del sistema
mononuclear-fagoc{tico antes de la administraciébn de
las partfculas de sflice, permitfa la aparicibn del
fendmeno (75) Todo ello lleva a adjudicar un papel
protagonista del fendmeno a los macréfagos, lo que com
porta un claro paralelismo con la hipdfesis de su pa-

pel determinante en los microamblentes inductivos he-

mopoyéticos
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2 3 CULTIVO "IN VITRO" DE LA STEM CELL PLURIPOTENTE

Hasta fechas relativamente recientes, la eviden
cla sobre la existencia de una auténtica stem cell plu
ripotente con una extensa capacidad para la auto-perpe
tuacién sélo era demostrable a través del modelo expe
rimental "in vivo" de las colonias esplénicas En 1977,
Dexter y cols (30) describieron un sistema de cultivo
"in vitro"™ de médula Ssea capaz de mantener a lo lar-
g0 de muchas semanas la proliferacidén de la CFU-S y su
posterior diferenciacién hacia cada uno de los progeni
tores "comprometidos" en una lIinea madurativa espec{fi
ca (30,31,130,145) En este sistema, iniciado en el es
tudio de médula ésea murina, el ambiente propicio para
la proliferacidn de la CFU-S viene dado por una pobla-
c1én heterogénea de células adherentes obtenida de la
médula 6sea (fibroblastos, células "epitelioides", cé
lulas adiposas) posiblemente representativas del estro
ma medular, que se desarrollan en un intervdlo de cul-
tivo de 2-3 semanas (2,3) La introduccibén en el cul-
t1vo de una segunda poblacién de células de la médula
8sea singénicas 6 alogénicas (32,93) permite un mante
nimiento de la hemopoyesis por un perfodo muy prolon-
gado, con presencia de CFU-3 en Intima relacién con -
el monolayer adherente heterogéneo anteriormente des-
orito. Este sistema,ilnicialmente descrito en la médu-

la de ratén, ha sido adaptado a primates (Tupaia glis)
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con un rendimiento de hasta un afio de cultivo conti-
nuo, y con menor éxito en médula bsea humana (94,95)
Todo ello constituye un notable soporte a la teoris
de control microambiental de la CFU-S descrito ini-
cralmente por Curry y Trentin (27)

La trascendencia futura del sistema de Dexter
es indudable respecto a un mejor conocimiento de la
fisi10logfa de esta fase inicial de la hemopoyesis
Muy recientemente, la aplicacibén de este modelo expe
rimental ha permitido conocer datos ontogénicos rela
tivos a la CFU-S y sus sucesores "comprometidos" As{,
mientras la primitiva CFU-S carecerfa del antfgeno Ia,
éste serfa rapidamente adquirido por sus sucesores 1in
mediatos pre-CFU-C, CFU~C dfa 7, CFU-C dfa 14 y BFU-E,
desapareciendo en la evolucién madurativa posterior
de estos precursores "comprometidos" en su progresién

hacia las formas celulares maduras de la serlie granu-—

locftica y eritroide (92)

La situacién actual de conocimientos sobre la
’
secuencia global de los precursores hemopoyeticos y

sus mecanismos de regulacién queda esquematizado en

la Figura 3
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2 4 COMPARTIMIENTO ERITROPOYETICO

El estado actual de los conocimientos acerca
del compartimiento eritroide permiten perfilar una
ordenada secuencia de etapas de diferenciacidn N
maduracibn, abarcando desde la primera célula "com
prometida" hacia esta linea, sucesora inmediata de
la CFU-~S pluripotente, hasta su representante madu
ro, el hemat{e circulante

En la médula {sea, el reconocimiento morfold
g1co ae la serie eritroide se incia en el proeritro
blasto, con caracterfsticas morfolégicas definidas
de las que la fundamental es la deteccidén de las pri
meras fases de la sintesis y presencia intracitoplas
mética de vestigios de hemoglobina A partir del pro
eritroblasto, la secuencia madurativa es breve y bien
establecida eritroblasto basbéfilo, eritroblasto po-
licromatéfilo, eritroblasto ortocromdtico, reticulo-
c1to y hematf{e Sin embargo, desde el primer eslabén
celular "comprometido" a la maduracién eritroide, pre
cursor mis ancestral, hasta el reconocimiento morfolé

g1co de la serie, existe un amplio espacio de etapas

celulares sucesivas, a las que es 1mposlble reconocer

morfologicamente como eritroides De forma similar a

lo expuesto respecto a la CFU-S, se les atribuyd una

morfologfa similar 6 indistinguible de la del linfocy

to
Ciertas oObservacliones clinicas permitieron esta
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blecer que el intervalo de tiempo transcurrido entre
la 1nduccidn de un estfmulo eritropoyético ¥y el incre
mento en la liberacidn medular de reticulocitos como
respuesta efectora era de aproximadamente cinco dfas
Admitiendo que el intervalo entre el proeritroblasto
¥ la liberacidn de reticulocitos es de aproximadamen-—
te 48-72 horas, la diferencia entre ambos perfodos de
tiempo supondrfa la ubicacidn temporal de la fase pre
C0zZ y no reconocible del compartimiento Esta asevera
cién, sin embargo, es un tanto ficticia cuando actual
mente, y como analizaremos mis adelante, existen evi-
dencias experimentales que dan soporte a la existencia
de una fase precoz del compartimiento escasamente sen
sible al estfmulo eritropoyético experimentalmente clg
sico, la hipoxia, y de otra parte, bajo los efectos
de un intenso estfmulo eritropoyético, es posible asis
tir a un sustancial acortamiento del tiempo empleado
en las etapas dltimas del proceso madurativo, consti-
tuyendo el fendmeno denominado "eritropoyesis acelera
da", presumiblemente explicable por auténticos "corto
circuitos" que obviarfan etapas del proceso en un es-
fuerzo destinado a la rdpida restitucidén de la masa e
ritrocitaria fisiolégica (68,118)

A diferencia de la fase morfologicamente recono

c1ble de la eritropoyesis, cuyos estadfos celulares

nucleados expresan una capacidad proliferativa casi
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exclusivamente "vertical", con my limitado o nulo
potencial para la auto-renovacién, sus predecesores
del compartimiento mantienen en mayor & menor grado
esta capacidad, en proporciédn directa a su proximi-
dad respecto a la CFU-S pluripotente La propiedad

de auto-renovarse, concepto inherente al de stem cell
Y en el que se basa la denominada "reserva funcional
de la médula 6sea, fundamental para el mantenimiento
de la homeostasis sangufnea, tiene, pese a lo expues
to, un mayor protagonismo fisiolégico a nivel de la
CFU-S pluripotente que de los compartimientos "conm-
prometidos", siendo dquella la que proveerd a &stos
de una extensa reserva, fisiologicamente "dormida
pero rapidamente activable a través de "sefiales" e-
mergidas de los compartimientos unipotentes, presumi
blemente generadas por depleccién celular y supuesta-
mente transmitidas por mecanismos de interaccidén ce-
lular (82)

La existencia del compartimiento unipotente
"comprometido” a una diferenciacién y maduracidn eri-
tropoyéticas hallé soporte experimental desde las
primeras observaciones realizadas en el modelo expe-
rimental "in vivo" de las colonias esplénicas descri

tas por Till y McCulloch (131) La prdctica de una

deprivacién eritropoyética experimental en el ratén

huesped, por medio de un régimen de hipertransfusién
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0 a través de la admnistracién de un anticuerpo anti
eritropoyetina, di1é lugar a un notable descenso en el
nimero de colonias esplénicas reconocibles como eri -
troides, incrementando el ndmero de colonias de peque
fio tamafio y de caracterfsticas celulares indiferencia
das (29,69,117) La posterior administracién de erir -
tropoyetina al ratén huesped, siete a nueve dfas des-
pués de la infusién de las células de médula 6sea,con
virtié, en un intervalo de dos dfas, las pequefias co-
lonias indiferenciadas (100 a 200 células) en colonias
eritroides de gran tamafio, conteniendo 2 a 4 x 107 cé
lulas Este resultado sugirid la existencia de una ex
tensa poblacién de células "comprometidas" a la eritro
poyesis derivadas de la CFU-S cuya existencia no era
presumible por la simple valoracidn morfolégica del
aspecto de las colonias (11,29,36,37) Otros estudios
sugirieron que la reduplicacién de la CFU-S era inde-
pendiente de la eritropoyetina (29,101,116) En circuns
tancias experimentales opuestas a las descritas, la es
timulacién eritropoyética del huesped a través de some
terlo al stress hipéxico, condiciond un gran incremen
to en el ndmero y tamafio de colonias esplénicas eri-
troides de rdpida aparicibn, al tiempo que disminufa
el ndmero de CFU-S esplénicas, circunstancia evidencia
ble por descenso en el potencial de transplante de di

chas colonias (16) Por todo ello, se sugirib que el

descenso en la capacidad de repoblacién era debida a
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la existencia de un compartimiento celular de precur-
sores eritroides abastecido a partir del compartimien
to pluripotencial CFU-S, quien a cambio de ello redu-
cfa su tamafio ¥y por tanto su capacidad para transplan
te El compartimiento eritroide fué considerado como
eritropoyetina-sensible y perfectamente separado e in
dividualizable del compartimiento CFU-S

Una vez reconocida la existencia del comparti-
miento unipotencial eritroide, basada en las eviden -
cias experimentales "in vivo" descritas previamente,
este compartimiento se hizo sindénimo del denominado -
"compartimiento de células sensibles a la eritropoye-
tina" ("erythropoietin-responsive cells", ERC) Esta-
blecido el hecho de que la eritropoyetina es la hormo
na que ejerce como brazo efector en la estimulacién -
de la eritropoyesis a través de la hipoxia tisular (34),
todas las variables experimentales que manipularfan la
situacién de oxigenacidbn tisular del modelo experimen
tal "in vivo", usarfan como variable Ultima la mayor
o menor produccibn y efecto biolégico de eritropoyeti

na "endégena" Por ello, todas las evidencias basadas

en este modelo experimental, incluyendo logicamente el

uso en el huesped de un anticuerpo anti-eritropoyetina,

definen obligatoriamente un compartimiento celular de

pendiente en su proliferacién del efecto regulador de

la eritropoyetina (ERC), lo que por otra parte no per

mite afirmar que en &1 quede incluida la totalidad del
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compartimiento eritropoyético En este sentido, las
etapas celulares mds precoces del compartimiento no
dependen mayoritariamente del efecto regulador de -
la eritropoyetina (56,57,58) sino de otros mecanis-—
mos mal conocidos y de mayor complejidad, muy suma-
riamente definibles como de interaccién celular Si1
se consildera el extraordinario efecto amplificador
que viene a ejercer el compartimiento eritropoyéti-
co, de forma que la proliferacidén de un originario
primer elemento celular "comprometido" progresa arit
meticamente a lo largo de sucesivas y miltiples mito
s1s hasta el estadfo de eritroblasto ortocromdtico,
con resultado final en una extensa produccidn de re
ticulocitos y hematfes, podemos concienciarnos de la
trascendencia que encierra el conocimiento de estos
mecanismos de regulaciébn distintos de la eritropoye-
tina para la comprensién de miltiples situaciones en
que un sfndrome anémico no ofrece una explicacién fi1

si1opatolégica minimamente verosimil
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2 5 APLICACION DE TECNICAS DE CULTIVO EN MEDIOS
SEMI-SOLIDOS AL ESTUDIO DEL COMPARTIMIENTO
ERITROPOYETICO

La aplicacién del modelo experimental "in vivo"
de las colonias esplénicas, pese a ser el primer so-—
porte experimental en que se basé el conocimiento de
la existencia de la stem cell pluripotente y de los
distintos compartimientos unipotenciales, presentaba
severas limitaciones en su aplicacibn a un mejor co-
nocimento de las caracteristicas, cinética y mecanis
mos de regulacién de las etapas mds precoces del com
partimiento eritropoyético Otras técnicas experimen-
tales, tales serfan los estudios de incorporacidn del
radioisétopo Fe59 8 técnicas histoquimicas destinadas
a la detecciédn de hemoglobina en los precursores celu
lares, inciden tardiamente en la secuencia de la eri-
trona y no son, por tanto, Utiles en el estudio de las
primeras fases del proceso

Aunque técnicas de cultivo a corto plazo en medio
1fquido han sido usadas extensamente en el estudio de
los mecanismos de control de la sintesis del hem depen
diente de la eritropoyetina, es mds que dudoso que es
tos cultivos puedan dar soporte a una proliferacidn
eritropoyética valorable

El desarrollo de técnicas para el cultivo "in vi
tro" de precursores celulares hemopoyéticos en medios

semi-gélidos posee una historia relativamente breve pe
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ro altamente productiva, habiendo supuesto una contri
bucidén trascendental al conocimiento de 1la fisiologfa
de las etapas mds precoces de los distintos comparti-
mientos madurativos unipotenciales El primer precur-
sor desarrollado con éxito mediante el uso de estas
técnicas, correspondid a la serie granuloc{tica-mono
citica siendo denominado CFU-C (Colony Forming Unit-
Cell), terminologfa de escasa especificidad expresiva
de la poca perspectiva del momento sobre el futuro de
sarrollo de la entonces novedosa técnica Las prime-
ras descripciones se deben a Bradley y Metcalf, en
1966 (15) y Pike y Robinson en 1970 (105), recogién-
dose en ellas las lfneas generales que regirian poste
riormente las variantes técnicas destinadas a obtener
el crecimiento "in vitro" de la misma 6 distintas se-
ries, hasta hacer extensible la clonalizacién "in vi-
tro" a todas las lfneas madurativas de la sangre

En 1971, Stephenson y cols (125) describieron
originalmente un método de cultivo semisélido (codgu-
lo de plasma) en el que lograron el crecimiento y
diferenciacidn de colonias eritroides a partir de cé-
lulas de hfgado fetal de ratdén El sistema desarro-
11lado consistid en el "atrapamiento" de una suspen—
s16n de células hemopoyéticas en un codgulo de plas-

ma formado a partir de un medio de cultivo que conte-
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nfa eritropoyetina El precursor recibid el nombre
CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid) y sus colonias,
a los 2 dfas, estaban constituidas por 10-20 células
l1dentificables morfologicamente como eritroblastos ba
s6filos A los cuatro dfas de cultivo, el contenido -
celular de las colonias se i1ncrementaba a 60-70, con
una mayor maduracién celular representada por eritro-
blastos ortocromdticos, asistiéndose inmediatamente
después a la lisis de las colonias y a la desaparicién
de vestigios de crecimiento en el medio Los mismos
autores describieron la obtencidén de colonias eritroi
des también a partir de células de médula bsea de ra-
tén adulto, en esta ocasibn de un menor tamafio que las
originadas a partir de las células de hfgado fetal La
exposicibén previa del ratén donante de médula a un esg
tfmulo hipéxico incremento sustancialmente el nidmero
de colonias en el cultivo en una proporcidén hasta tres
veces mayor, lo que supuso una evidencia "in vitro"

de su eritropoyetina-dependencia Tres afios mds tarde,
el mismo grupo reporté la descripcidn perfeccionada

de esta técnica de cultivo de precursores eritroides,
de forma que permitfa la posibilidad de realizar valo
raciones cuantitativas de los resultados (84) En es-
te trabajo, desarrollado en médula Ssea de ratones
adultos, se estaolecileron los valores Sptimos para el

cultivo de contenido en plasma, suero fetal de buey,

sero-albimina bovina y L-asparagina Del mismo modo,
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se demostraba la dependencia en cuanto a rendimiento
del cultivo respecto a la concentracidn en eritropo-
yetina, de forma que a concentraciones $ptimas de 1la
hormona, el ndmero de colonias eritroides producido
era directamente proporcional al nimero de células -
medulares cultivadas
La adaptacién del método de cultivo para cre

cimiento eritroide de médula 6sea humana fué realizs
do por Tepperman y cols en 1974 (129) En este tra-
bajo, como en otro anterior (5), se describid 1z pre
sencia de dos precursores eritroides distintos, in-
troduciéndose las nomenclaturas CFU-E (Colony Forming
Unit-Erythroid) para el originalmente descrito por
Stephenson, y BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) pa
ra un precursor de mayor antiguedad respecto al ante
rior en el desarrollo ontogénico de la serie Las di-
ferencias detectadas entre ambos fueron notables, in-
cuyendo tiempo requerido para el desarrollo de las co
lonias "in vitro", morfologfa de las colonias, reque-
rimento en eritropoyetina y caracteristicas ffsicas
distintas, permitiendo su separacién a través de gra-
dientes de sedimentacién (49)

Aunque la técnica de cultivo en codgulo de plag
ma se mostré 1dénea para el desarrollo de precursores
eritroides, su uso es extensible al cultivo de precur

sores de otras lineas madurativas tales como CFU-C (84)
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y CFU-M (Colony Forming Unit-Megakariocyte) (85) Del
m.smo modo, otras técnicas en medio semi-sélido son
adaptables al crecimiento eritroide, fundamentalmen-

te la metilcelulosa (59) y el agar (54) Técnicas dis

tintas a los cultivos semi1sélidos, fundamentalmente
cdmaras de difusién "millipore" implantadas intrape-
ritonealmente en ratones irradiados a dosis letales,
se han mostrado también tiles en la obtencidn de cre
cimento de precursores hemopoyéticos de distintas 1f
neas madurativas (7) La dificultad técnica que com-
portan as{ como la dfficil cuantificacidn de resulta
dos han inclinado a un mayor desarrollo de los culty
vos en medios semisbélidos como técnicas "in vitro" -
mds 1ddneas

La presencia en la sangre circulante de precur-
sores hemopoyéticos se halla caracterizada para la
stem cell pluripotente, tanto "in vitro" (7) como "in
vivo" (128) La presencia de precursores granulocita-
r10s CFU-C en la sangre periférica fué asimismo eviden
ciada tanto en modelos animales (110) como en el hom-
bre (20) ILos estudios encaminados en este mismo sen-
t1d0 y referidos a los precursores eritroides permitie
ron demostrar la presencia en la circulacidn de uno de

los precursores descritos, BFU-E, tanto en ratones (47)

como en la sangre de humanos (22,104) Esta serfa,pues,

otra de las caracteristicas diferenciales entre ambos

precursores, posiblemente traduciendo, en este caso,

un cierto papel en el mantenimiento del equilibrio fi
s101égico de la eritropoyesis a través de la re-distri

bucidn del precursor mis antiguo de la serle entre las
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distintas zonas del organismo donde se desarrolle el
proceso fisiolégico de la hemopoyesis, sujletas a ma-
yor 6 menordepleccidén en la presencla de precursores
eritroides Esta funcidén estarfa, por tanto, limita-
da ontogénicamente a los eslabones celulares mds pri
mitivos de la serie

El cultivo de médula 8sea humana en el sistema
"in vitro" de codgulo de plasma y en presencia de eri
tropoyetina genera, secuencialmente, la aparicibén en-
tre el 42 y 82 dfa de cultivo, de colonias que deriva
r{an del precursor mds evolucionado, CFU-E, constitui
das por un acimulo de células sintetizadoras de hemo-
globina (benzidina-positividad) en nimero par, oscili -
lando entre un mfnimo de 8 y 50 En una fase posterior
del mismo cultivo y previa lisis de las colonias corres
pondientes a CFU-E, se hace aparente otro tipo de colo
nias, cronologicamente evidentes entre los dfas 11 y
18 de cultivo Estas colonias tardfas se consideran
derivadas del precursor mds primitivo, BFU-E, y se ca
racterizan morfologicamente por estar constituidas por
el acimulo de subcolonias en nimero variable, en gene
ral entre 4 y 10, agrupadas constituyendo una unidad
geogrédfica y confiriendo al total de la colonia un as
pecto abigarrado, "de explosién" ("burst" estallido,
explosién) Estas colonias poseen, por tanto, un tama
fio notablemente superior al de las derivadas de CFU-E,
mostrando también sus células capacidad para la sinte

si1s de hemoglobina, aunque en menor 1ntensidad que aque
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llas En general, se admite que durante los primeros
siete dfas de cultivo, una BFU-E se dividirfa varias
veces, constituyendo cada una de las células hijas el
origen de cada sub-colonia Cuando estas células hi-
Jas sobrevienen "comprometidas" a proliferar e iniciar
la sintesis de hemoglobina, ello ocupa los sigulentes
siete dfas y culmina en la apariencia macroscépica ca
racter{stica de la colonia originada en una BFU-E De
hecho, las caracter{sticas de crecimiento de cada sub-
colonia de BFU-E son muy similares a las de las colo-
nias de CFU~-E, extendiéndose la similaridad a la cro-
nologfa de su desarrollo Podrfa deducirse de ello que
las sub-colonias constituyendo una colonia de BFU~E
expresarfan el nuimero de CFU~E derivadas de una simple
BFU-E y agrupadas por su origen clonal dYnico (figura

4)
El cultivo de células mononucleares de sangre

periférica, previa su obtencibdn en la interfase de un
gradiente de ficoll, permite i1dentificar el crecimien
to de colonias eritroides de aparicién tardfa, cuyas
caracterf{sticas morfolégicas, cronologfa y requerimien
to de eritropoyetina son similares a los de BFU-E de
la médula 8sea La menor contaminacién celular de la
fraccién mononuclear de sangre periférica con respec-
to a la médula 8sea, as{ como la presencia de un sélo
tipo de actividad eritroide, propiciaron un modelo ex

perimental 1déneo para el andlisis de las caracteristi
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FIGURA 4: Hip8tesis secuencial de la proliferacién

y maduracién de los precursores celulares
eritropoyéticos BFU-E y CFU-E "in vivo" e

"in vitro",
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cas de este precursor, asf{ como de los posibles fac-

tores determinantes de su actividad prolaiferativa

2 6 COLONY FORMING UNIT-ERYTHROID (CFU-E)

Con su descripcidn (125) se inicid el campo de
cultivo eritroide como modelo experimental "in vitro"
Este precursor ocupa, en el desarrollo ontogénico de
la eritrona, una etapa relativamente tardfa, separada
del 1inicio de la sintesis de hemoglobina por sélo una
a tres divisiones celulares (24) Su ubicacibn fisio-
18g1ca corresponde a los érganos hemopoyéticos, no ha
biéndose detctado en la circulacidn Su expresién en
el cultivo es de escasa amplitud proliferativa, for-
mando colonias celulares de pequefio tamafio (8 a 60 cé
lulas) con evidente sintesis hemoglobinica (normoblag
tos tardfos y hematfes), que alcanzan su médximo tama-
flo a los dos dfas de cultivo para los precursores mi-
rinos y a los 7-8 dfas para la médula humana, desapa-
reciendo posteriormente con relativa rapidez por 1li -
sis celular (figuras 5 y 6) La naturaleza clonal de
estas colonias fue demostrada a través de su seguimien
to directo en el cultivo por medio de técnicas cinemi
crogréficas (24) Su diferenciaciédn del otro precursor
eritroide, BFU-E, aparte de criterios de comportamien
to brolégico (aspecto y cinética de las colonias, de-

pendencia de eritropoyetina, etc), se puede realizar
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FIGURA 5: Colonia correspondiente a actividad pro-
liferativa de CFU-E en medio de cultivo
de codgulo de plasma y en presencia de eri
tropoyetina. La sintesis de 'hemoglobina -
queda evidenciada por la intensa benzidina-
positividad de las células ( x 400).
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FIGURA 6: Colonia de CFU-E adoptando la morfologia
de islote eritrobldstico, con célula ma-
crofdgica en disposicidén central (célula
nodriza) y corona de eritroblastos a su
alrededor (células benzidina -positivas)
( x 400).
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por procedimientos fisicos, dado que la mayor densi-

dad celular de la CFU-E le confiere una velocidad de

sedimentacién en gradientes de albimina claramente su
perior a la de la BFU-E (6 4 mm/hora para la CFU-E y

3 9 mm/hora para la BFU-E) (49)

La actividad proliferativa de la CFU-E es es-
trictamente dependiente de la eritropoyetina (56,58,
137) En modelos "1in vivo" se detectan rdpidas y am-
plias oscilaciones, de hasta tres veces, en el ndmero
de CFU-E siguiendo a situaciones experimentales de hi
poxia por sangrado, 6 de hipertransfusién Una breve
exposicibn al efecto letal de timidina tritiada condi
ciona una mortalidad del 75% en el compartimiento de
CFU-E, lo que de por sf es fndice del alto nUmero de
células en fase activa S del ciclo celular presentes
en condiciones basales El régimen de hipertransfusién
disminuye ligera pero significativamente este porcen-
taje (60%) Por cultivo "in vitro" del precursor se
demuestra que la CFU-E depende, a lo largo de la tota
li1dad de su proceso proliferativo, de la eritropoyeti
na, sSin cuya presencla su supervivencia en el medio
es de un ndmero limitado de horas De hecho, la depen
dencia de la eritropoyetina se establece en una fase
diferenciativa previa a la CFU-E, siendo ésta ya de-
pendiente en cuanto a su génesis a partir del precur
sor inmediatamente previo (56,58) Experiencias median

te tratamento de células de médula ésea de ratén poli
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citémico con BCNU y milerdn mostraron, una vez mis,
la estricta dependencia de la CFU-E respecto de la
eritropoyetina, a diferencia de precursores previos
de crecimiento "in vitro™ tipo "burst" (137)

El comportamiento cinético y mecanismos de re-
gulacién del precursor CFU-E permiten afirmar su indi
vidualidad e incluso alejamiento ontogénico respecto
de su predecesor BFU-E, asf como de otros precursores
correspondientes a lineas madurativas distintas (CFU-
C) y de la pluripotente CFU-S En cultivo, se ha podi
do demostrar un requerimiento de la CFU-E para albim
na, transferrina, selenio y lipidos, as{ como su inde
pendencia de factores de crecimiento presentes en sue
ro y conocidos como "burst-promoting activity" (BPA),
altamente determinantes en la proliferacibdn de los
otros precursores citados BFU-E, CFU-C y CFU-S (58)
(Figuras 7,8 y 9)

Existen evidencias experimentales que dan sopor
te al hecho de que, bajo condiciones normales, la CFU-
E en cultivo genera colonias de células productoras de
hemoglobina adulta (23,103,104), de forma que la decl
s1én genética sobre la sintesis de cadenas de §-globz
na se realizarf{a a un nivel previo del desarrollo on-
togénico de la serie, presuntamente 1dentificable con

el precursor BFU-E
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FIGURA 8: Dependencia del suero en la formacidn de
colonias de CFU-E y BFU-E en cultivos con
teniendo albumina, transferrina, selenio y

1fpidos. (58)




FIGURA 9:

=52~

Mecanismos de regulacién humoral de la
secuencia proliferativa-diferenciativa
CFU-S y del compartimiento eritroide. En
amarillo quedan representadas las etapas
celulares dependientes de BPA, incluyendo
CFU-S y etapas precoces de BFU-E. En rojo,
las etapas celulares dependientes de eri-
tropoyetina ("erythropoietin-responsive
cells", ERC), que incluyen fases tardfas
de BFU-E y la CFU-E. El trdnsito entre am
bos mecanismos es gradual.
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2 7 BURST FORMING UNIT-ERYTHROID ( BFU-E)

La deteccibén de una doble actividad eritroide,
expresada por distinta cinédtica y morfologfa de las
colonias resultantes del cultivo "in vitro" de médu-
la 4sea, fué inicialmente reportada por Axelrad y
cols. en 1974 (5) A la actividad eritroide descrita
inicialmente por Stephenson y cols en 1971 (125),
correspondiente al crecimiento de pequefias colonias
celulares sintetizadoras de hemoglobina de aparicién
precoz en el medio, CFU-E, se afiadi§ una segunda acti
vidad eritroide, de cronologfa mds tardfa en su apari
c1én, y cuya morfologfa inclufa un mayor tamafio de
las colonias, constituidas por un ndmero de células
elevado, entre varios cientos y millares, agrupadas
en pequefias sub-colonias ("clusters") cuyo crecimien-
to, mds o menos disperso, mantenfa una cierta entidad
geogréfica en el cultivo, confiriéndoles un aspecto pe
culiar denominado "burst" (figura 10) Esta actividad
eritroide, expresiva del desarrollo "in vitro" del pre
cursor BFU-E, supuso un modelo experimental de gran
trascemdencia en el conocimiento de la fisiologfa de
la eritropoyesis, dado el interés que se deriva de su
ubicacibn ancestral, cercana a la CFU-S, as{ como de
su extensa potencialidad proliferativa

La naturaleza clonal de las colonias de BFU=E

fué demostrada por Prchal y cols (107) merced al estu
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FIGURA 10: Colonia correspondiente a actividad proli
ferativa de BFU-E en medio de cultivo de
codgulo de plasma y en presencia de eritro
poyetina. Obsérvese el aspecto disperso de
la proliferacibn, constituida por seis sub-
colonias de células benzidina-positivas
( x 100).
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dio de colonias obtenidas a partir de médula &sea de
mijeres heterozigotas para el sistema 1so-=enzimdtico
de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) Como
es bien conocido, este sistema viene unido al cromoso
ma X La oportunidad de estudiar este mosaico natural
permitié demostrar que en cada colonia individual de
BFU-E s6lo se hacfa aparente uno de los i1soenzimas de
G-6-PD, guardando entre las colonias una distribucién
similar a la demostrable en las células de la sangre
periférica y otros tejidos

A la luz de la observacibdn de las caracteristi-
cas en cultivo de ambos precursores, BFU-E y CFU-E,
se puede elaborar una teorfa sobre el mecanismo de gé
nesis de las colonias de BFU-E Asf,considerando que
a partir de un precursor originario y a través de su-
cesivas divisiones celulares, se accede a estadfos di
ferenciativos més avanzados, esta progresién llevaria
hasta un nimero variable, en funciédn del ndmero previo
de mitosis, de células descendientes con capacidad, ca
da una de ellas, para constituirse en origen de una
sub-colonia, cuyo mayor & menor grado de agrupamiento
marcarf{a el origen clonal en una Unica BFU-E Bajo es
ta perspectiva, se podria considerar a los precurso-
res eritroides méds ancestrales como poseedores de una
limitada pero cierta capacidad para la migracidn en el

medio de cultivo semisélido, caracteristica cuya pérdi
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da, mds o menos coincidente con el inicio en la sin-
tesis de hemoglobina, condicionarfa un crecimiento ce
lular abigarrado, denso, propio de las subcolonias
constituyentes de la BFU-E, as{ como de la naturaleza
morfolégica de las colonias de CFU-E La capacidad mi
gratoria serfa, pues, una caracter{stica mds de los -
precursores primitivos de la serie, y su pérdida, en
funcién del progreso diferenciativo, condicionarfa el
patrén de crecimiento de los precursores mds avanza-
dos, cercanos a la caracterizacién morfolégica propi-
ciada por la sintesis hemoglobinica De lo expuesto,
se podrfa extrapolar la identificacidn de las sub-co
lonias de BFU-E como CFU-E, circunstancia de dfficil
verificacién e importancia relativa, dada la probada
heterogeneidad, dentro de la secuencia diferenciativa,
de los precursores caracterizados "in vitro". As{,

la homogeneidad de la actividad eritroide expresada
en cultivo ha sido cuestionada por diversos investiga
dores (6,43,44,100), siendo Gregory y cols los mds ex
plfcitos al respecto Para estos autores (43,44), apar
te de las colonias de CFU-E, es posible objetivar una
doble actividad "burst" in vitro, con una primera ex-
presibn en el dfa tres de cultivo en los precursores
murinos y diez-doce en los humanos, seguida de una se
gunda que alcanza su mayor grado de crecimiento el

dfa ocho en el cultivo murino y entre los dfas dieci-
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siete y veinte en el humano De una parte, la posible
continuidad entre una y otra actividad eritroide no -
es posible dado que, en todos los casos, la calidad -
del contenido celular de las colonias es similar, erl
troblastos tardfos y células anucleadas, lo que sélo
permite una breve supervivencia en el medio, con répl
da lisis, que precederd a la aparicién de la nueva for
macién de colonias Tal circunstancia se cumple, tanto
en la transicién entre la actividad CFU-E y BFU-E "pre
coz" como entre ésta Ultima y la BFU-E "tardfa" Ade-
més,estos autores describen una caracterizacién morfo
18gica distintas para las tres actividades eritroides
"in vitro" As{, para la médula humana la expresividad
proliferativa correspondiente a CFU-E viene constitui-
da por un méximo de dos subcolonias por unidad de cre-
cimiento, ampliada a tres-ocho subcolonias para la BFU-
E "precoz" y méds de diecisels subcolonias para la BFU-
E "tardfa® Tal como ha sido referido previamente, las
caracter{sticas cualitativas del contenido celular de
las colonias son similares para la CFU-E como para am
bas actividades BFU-E, con la salvedad de una mayor 1in
cidencia de células sin aparente hemoglobinizacién cuan
to mds tardfa sea la actividad proliferativa observada,
correspondiendo al desarrollo de un precursor més ances
tral en la secuencia ontogénica de la serie

Desde las primeras descripciones referidas al cul

t1vo eritroide "in vitro"™ se hizo evidente la existen-
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clia de requerimientos distintos para eritropoyetina
entre BFU-E y CFU-E (5) Asf{, mientras la CFU-E se
muestra sensible incluso a pequeflas dosis de eritro
poyetina en el medio de cultivo, el desarrollo de la
BFU-E requiere de una mayor presencia de la hormona
Experiencias "in vivo", a través de la inducciébn ex-
perimental de cambios en la produccidn endbgena de -
eritropoyetina en ratones (sangrfa y plétora), mostra
ron gran variabilidad ndmerica en la actividad CFU-E,
altamente influenciable y por tanto dependiente de la
actividad de la hormona, a diferencia de la actividad
del precursor BFU-E que se mostré altamente estable
Del mismo modo, por técnicas de incorporacién de timi
dina tritiada y mediante tratamiento con sulfato de
vinblastina, pudo demostrarse una alta actividad pro-
liferativa en el precursor CFU-E, con un elevado por-
centaje de sus células en fase activa (S) del ciclo ce
lular, a diferencia de lo observable en el precursor
BFU-E, que mostr§ escasa actividad proliferativa (44)
De ello se puede concluir la existencia de una gran
amplificacibn de la actividad proliferativa dentro del
compartimiento eritroide, que se 1nicia en una fase
del desarrollo ontogénico en que los precursores (BFU-E)
mestran una alta estabilidad celular a la vez que
una escasa o nula dependencia de la hormona eritropo-

yetina en cuanto a la regulacién de su proliferacién,
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hasta alcanzar una etapa caracterizada por precurso-
res ya avanzados en la secuencia madurativa (CFU-E),
en los que la actividad proliferativa es notablemen-—
te mayor a la vez que estrechamente dependiente de -
la eritropoyetina Ambos estadfos, de perfecta 1indi-
vidualidad y claramente i1dentificables "in vitro", -
son secuenciales y por tanto admiten la existencia de
etapas celulares intermedias, en las que el precursor
va asumiendo progresivamente su condicién de dependen
cia a la regulacién por la eritropoyetina asf{ como una
mayor actividad proliferativa, del mismo modo como he
mos ya mencionado previamente la heterogeneidad de am
bos compartimientos Los fenémenos de estabilidad ce-
lular y dependencia de efectos reguladores humorales
no son progresivos tan sélo en lo referido a la secuen
cia BFU-E y CFU-E, sino también en la secuencla entre
CFU-S y BFU-E, en éste caso respecto a la regulacién
por otro efecto humoral, la "burst promoting activity"
(BPA) (58) (Pigura 11)

Como ya se ha sefialado previamente, la decisién
sobre la sIntesis de hemoglobina fetal (Hb F) o hemo-
globina adulta (Hb A) se establece a nivel del precur
sor BFU-E En este sentido, son esclarecedoras las evi
dencias experimentales referidas por Clarke y cols
(23), en el sentido de que precursores BFU-E de sangre

periférica estarf{an programados para producir colonias
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FIGURA 11: Modelo de regulacién humoral de la hemopo-
yesis. Las células de las fases mds preco-
ces expresan receptores para BPA (cfrculos
amarillos con punto central), pero no recep
tores para reguladores madurativos mds espe
c{ficos. En etapas mds avanzadas se ilustra
la pérdida progresiva de receptores  para BPA,
simultaneamente a la adquisicidén gradual de
receptores para mecanismos de regulacién,
correspondientes al compartimiento eritroi
de y al compartimiento granulocftico-monoci
tico. (Rombos rojos: receptores para eritro
poyetina; rombos verdes: receptores para
CSF).
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eritroides diferenciadas con un alto contenido en

Hb P (siendo por ello denominados progenitores F),

a diferencia de BFU-E de médula 4sea, que no muestran
esta capacidad en condiciones normales Los precurso-
res periféricos contienen un m-RNA productor de gamma
globina, del que carecen los precursores medulares
Sin embargo, bajo condiciones anbmalas, como puede
ser stress anémico 6 ciertas enfermedades hematolégi
cas, la poblacibén de progenitores F se expande, detec
tdndose cantidades similares de Hb F en colonias pro-
vinentes 1indistintamente de precursores periféricos
o medulares Ello constituye una adecuada explicacién
fisiopatoldgica para la no infrecuente deteccidén de ta
sas aumentadas de Hb F en diversas hemopatfas (anema
apldstica, anemas refractarias, leucemias, etc) as{
como en situaciones de eritropoyesis acelerada (tras
la reposicién de principios madurativos a pacientes
anémicos con un déficit especifico) Cabe afiadir que
la decisibn del progreso secuencial de progenitores F
a progenitores A parece venlir altamente determinado
por influencias microambientales actuando sobre la
BFU-E En este sentido, es 1lustrativa la experiencia
de Zanjani y cols (150) en la que la prdctica de un
transplante de médula 6sea a partir de un feto de ove
Ja como donante a un receptor adulto irradiado propi-

c16 en éste Ultimo la produccidén de hemoglobina de t1
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PO adulto, tras una fase transitoria de produccidn del
tipo fetal, fenbmeno de otra parte comin en las fases
iniciales de regeneracién del injerto, expresando pre
sumiblemente un efecto inespecifico de eritropoyesis
acelerada De lo expuesto se podrfa deducir un nuevo
enfoque en la interpretacién fisiopatoldgica de los
sindromes talasémicos, expresando posiblemente altera
ciones en la secuencia madurativa de BFU-E 6 del micro
ambiente de la médula &sea mds que una problematica a

nivel de ingenierfa molecular
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2 8 BURST PROMOTING-ACTIVITY (BPA)

La proliferaciédn y diferenciacidn dentro del
sistema hemopoyético viene regulada probablemente por
mecanismos de control especf{fico que actuarfan en sub
poblaciones de precursores en diferentes estadfos den
tro de la secuencia diferenciativa Circunscribiéndo-
nos al sistema eritroide, el papel desarrollado por
la hormona eritropoyetina estd bien caracterizado den
tro del denominado "compartimiento de células sensi-
bles a la eritropoyetina"™ ("erithropoyetin-responsive
cells", ERC) En este sentido cabe afirmar que este
compartimiento vendrfa basicamente definido funcional
mente por su mecanismo de regulacibn mds que por otras
caracterf{sticas de las células que lo componen Més
precisa se nos ocurre la evidencia de alta dependencia
del precursor CFU-E por la misma hormona (58) A dife
rencia de esta observacibn, el precursor BFU-E muestra
menor & nula dependencia de la eritropoyetina Como ya
hemos documentado previamente, los trabajos de Gregory
y cols son demostrativos al respecto (44) Otras ob-
servaciones han demostrado que la BFU-E es capaz de sO
brevivir en cultivo e incluso alcanzar una cierta acti
vidad proliferativa en ausencia de un aporte exbgeno
de eritropoyetina (56), al tiempo que otras evidencias
"1n vivo" muestran ausencia de fluctuacibn en el nime-

ro y actividad proliferativa de BFU-E bajo la influen-
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cia de diferentes niveles de produccidn de eritropo-
yetina endbgena (58)

El mecanismo que determina la regulacién de la
actividad proliferativa del precursor BFU-E estd aidn
poco definido, aunque existen miltiples evidencias ex
perimentales que tienden a precisarlo En primer lu-
gar, a diferencia de la CFU-E, el crecimiento de BFU-
E "in vitro" es altamente dependiente de la presencia
de suero en el medio de cultivo Mientras la CFU-E
puede desarrollarse de forma estandard en cultivo con
s6lo un uno por ciento de suero (46), el crecimiento
en cultivo de BFU-E requiere un diez por ciento de sue
ro para adquirir un crecimiento comparable, lo que per
mit16 postular la presencia en suero de una activadad
b1olégica distinta a la eritropoyetina, que se denomi
né "burst-promoting activaity" (BPA) (58).

Existen también otras evidencias sobre la produc
cibn, a cargo de ciertas células de la médula bsea, de
factores necesarios para el crecimiento de BFU-E Al
regpecto, el crecimiento de médula 6sea normal en pre
sencia de eritropoyetina, mejora su produccién "in vi
tro" de colonias de BFU-E por la adicién de medio con
dicionado de leucocitos de sangre periférica (6) Es-
te efecto se hace evidente en ausencia de células ad-
herentes de la médula (previamente separadas por adhe

rencia a fibras de poliester), pero no sobre una médu
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la cultivada sin previo fraccionamiento 1o que sugie-
re que el medio condicionado leucocitario aporta un -
factor humoral normalmente producido por las células
adherentes de la médula 6sea (6) Este efecto bioldégr
co de BPA a partir de medio condicionado leucocitario
no se hace evidente en ausencia de eritropoyetina en
el medio de cultivo, del mismo modo a como es incapaz
de producir cambios en la actividad proliferativa "in
vitro" de CFU-E

Otras lfneas celulares, por su presencia en el
medio de cultivo o bien a través de medio condiciona-
do, han mostrado capacidad para generar el efecto bio
16g1co de BPA En este sentido cabe mencionar células
de médula 6sea de ratén previamente irradiadas (142),
linfocitos T (97), macréfagos (41,96), fibroblastos
(40), células mononucleares no adherentes resistentes
a radiaciones i1onizantes (88), etc La presencia de
BPA en suero (98) y orina (33) de pacientes con anemia
severa suglere que la BPA es un regulador fisiolégico
de la eritropoyesis, de forma que la mayorfa de célu-
las del compartimiento BFU-E lo requerirfan para su
proliferacidn.

Ciertas experiencias son demostrativas de que
situaciones tales como la 1induccidn de anemia median-
te fenil-hidrazina o el cese de una situacidén de hi-

poxia "in vivo" generan aumentos séricos de BPA (142)
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Estos hallazgos, comparados con los niveles de pro-
duccidédn endbgena de eritropoyetina, ofrecen un com-
portamiento paralelo en el primer caso, pero radical
mente opuesto en el segundo, lo que suglere la exis-
tencia de mecanismos distintos en la produccién de
BPA a los clasicamente conocidos para la eritropoye-
tina (est{mulo hipéxico).

El exacto papel "in vivo" de la BPA en la regu
lacién de la eritropoyesis estd por establecer de una
forma definitiva, pero el alto nivel ontogénico del
precursor y su amplitud proliferativa posterior permi
ten presumir que este campo constituye un punto cru-
cial en la comprensién definitiva en la dindmica celu

lar de la serie eritropoyética
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3 OBJETIVOS DE LA TESTIS
DOCTORAL

El desarrollo adquirido por las técnicas de
cultivo celular en medios semi~sélidos, Junto al em
pleo de un factor estimulante del crecimiento de la
especificidad de la hormona eritropoyetina, han per
mitido reconocer y deslindar perfectamente dos pre-
cursores celulares eritropoyéticos BFU-E y CFU-E
Ambos constituyen eslabones sucesivos de la fase més
temprana del compartimiento eritroide, de forma que
su desarrollo "in vitro" constituye un modelo expe-
rimental 1déneo en el estudio de factores determinan
tes en la diferenciacidn y maduracién de la serie ro
Ja desde sus etapas mds incipientes como compartimien
to "comitted".

En esta Tesis Doctoral, a través de la técni
ca de cultivo del precursor BFU-E presente en la san
gre periférica, se pretende establecer la presencia
e importancia de mecanismos de interaccibdn celular en
su crecimiento, basicamente

12 Papel modulador de los monocitos en el cre-
cimiento "in vitro" de la BFU=E

22 Ubicacidén de la BFU-E dentro de las pobla-
ciones celulares linfocitarias

32 Efecto de las poblaciones linfocitarias T y
B sobre el citado crecimiento de la BFU-E
circulante
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4 MATERTIA AL Y METODOS

En la descripcién del material y métodos emplea

dos en esta Tesis Doctoral, vamos a considerar sucesl

vamente los siguientes apartados

10

29

39

49

59

6

Descripcibén de la muestra de donantes empleada

Técnica empleada en el cultivo de los precurso-
res eritroides, incluyendo reactivos, cultivo -

en sf, y lectura de los resultados

Método de valoracidn de la actividad biolégica
de eritropoyetina (Bio-ensayo con ratones poli-

citémicos-ex~hipbéxicos)

Técnicas para la obtencidén de suspensiones de

células mononucleares de la sangre periférica

Técnicas para la separacién de poblaciones lin-

focitarias humanas

Descripciédn de los métodos estadisticos aplica-

dos
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4 1 DESCRIPCION DE LA POBLACION ESTUDIADA

Para la totalidad de experimentos realizados
en esta Tesis Doctoral, se han empleado quince donan
tes sanos, de ellos doce varones y tres muijeres, con
edades comprendidas entre los 22 y 48 afios, con una
media de edad de 31 aflos Algunos de ellos fueron do
nantes para mds de un experimento Todos ellos perte
necian a la plantilla de empleados del Veterans Admi

nistration Hospital de Minneapolis, (Minnesota)
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4 2 BASES TECNICAS PARA EL CULTIVO

La descripciédn 1inicial del crecimiento de colo-
nias eritroides "in vitro" se remonta a 1971 (125) -
Las caracterfsticas mds definitorias de esta aporta -
c1én fueron el empleo de eritropoyetina como estimulan
te especffico de la serie asf{ como la indiscutible fi
liac1ién eritroirde del crecimiento obtenido, dada la -
capacidad para sintetizar hemoglobina que mostraron -
los elementos celulares de las colonias El medio de
cultivo empleado fué un rudimento del que serfa deno-
minado "Plasma-clot culture system" (Sistema de culty
vo en codgulo de plasma), medio semi~sélido que per-
mit16 por vez primera la obtencién de colonias eritroi
des correspondientes al precursor CFU-E a partir de
células de hfgado fetal de ratén La metodologfa des-
crita, fué sometida a perfeccionamientos técnicos que
permitieron una mayor resolucidén en la interpretacidn
de los resultados del cultivo, asf como su gplicacidn
a otros sistemas, entre ellos el humano (5,84,129)
Del mismo modo, otras técnicas de cultivo semi-sélido,
tales como la metilcelulosa (59,99) 6 el agar (105)
han mostrado también utilidad para el desarrollo "in
vitro" de colonias correspondientes a precursores eri
troides

En esta Tesis Doctoral, nuestro sujeto ha sido

el desarrollo del precursor BFU-E, para lo que hemos
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utilizado sistemdticamente el método de codgulo de

plasma siguiendo la técnica descrita en la primera re

ferencia existente sobre BFU-E circulante en humanos

(22), que encierra minimos cambios metodolégicos res-

pecto a la técnica descrita primitivamente

Método de cultivo en codgulo de plasma

(Plasma-Clot culture method)

Material

Jeringas estériles de tuberculina (1 ml )
desechables

Agujas estériles desechables de calibre 20

Tubos de pldstico para cultivo, de 5 ml
(Bechton-Dickenson, Culture tubes "RTU" n®
7813)

Platos de plédstico estériles para cultivo
(Palcon Plastics)

n2 3001 35 x 10 culture dishe
n2 3003 100 x 20 culture dishe

Micropocillos (platillos microtitulados,
Linbro-Scientific, Division of Flow Labs,
no estériles, no procesados, sin cubierta,
en forma de U catdlogo n? 76-311-0S)

Pipetas (estériles, serolégicas, de presen
tac1ién con envoltorio individual)

FPalcon Products-Division of BBl
ne 7521 1 ml graduada 1/100

n? 7551 10 ml graduada 1/10

n? 7543 5 ml graduada 1/10

n? 7507 2 ml graduada 1/100
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Kimble-Division of Owens, Illinois
ne 72105 0 o ml graduada 1/100
n? 72020 pipeta Pasteur 5 3/4 largo

Clay-Adams
n? 4696 Selectapette pipet tips
n2 4690 Selectapette gun

Fi1ltros estériles

Falcon Plastics n? 7102 150 ml rejilla
0 45 micras
n? 7103 150 ml rejilla
0 22 micras

Millipore Corp
n? HABG-025-00 rejilla de O 45 micras
n? SXHA-025-0S rejilla de O 45 micras

Porta objetos de cristal
Cubre-objetos de cristal

B4lsamo Eukitt (Calibrated Instruments,Inc)
botella de 100 ml

Estufa de Co2

Microscopio invertido

Microscopio convencional (aumentos x 10 y
x 40)
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Método de cultivo en codgulo de plasma

(Plasma-clot culture method)

Reactivos

Suero de buey fetal (Fetal calf serum),
inactivado por el calor (Gibco)

Alfa~thioglicerol (3-mercapto-l, 2 pro-
panediol 97%, peso molecular 108 16)
(Aldrich Chemical Co)

Seroalbimina bovina (10%) (Calbiochem
Bovina Albumin Fraction 4, grade B, n@

12659)

(B1o Rad Labs Analytical Grade Mixed
Bed Resin AG501-x8 (D) 20-50 Mesh,
Cat n? 142-6425)

Trombina (10 uw/ml) (Parke Davis and Co
cat n? 4-2073-1)
(Trombina t8pica, bovina, 1000 u/ml

L-Asparagina (0.2 mg/ml)
(Sigma Chemical, cat n? A-8381)

Alfa-Medio (Modificacidén alfa del medio
esencial minimo de Eagles)
(Flow Labs cat n? 12-313-54)

Eritropoyetina
(eritropoyetina urinaria humana, NIH,USA)

Plasma citratado bovino (PCB)
(Colorado Serum Co cat., n? CS-2605)
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Método de cultivo en codgulo de plasma Composicidn
del medio de cultivo (figura 12)

Suero de buey fetal
Alfa-thioglicerol

Seroalbimina bovina

Trombina

L-Agspargina

Alfa-Meda1o

Células a cultivar en Alfa-Medio

Eritropoyetina disuelta en Alfa-Medio

e R R S R S S R S W
FEERBEBEBBEBBRBEE

Plasma Bovino citratado

Preparacién de los correspondientes reactivos antes

de su uso en el medio de cultivo

1 Suero de Buey fetal (Fetal Calf Serum)

- Uso directo de Stock (inactivado por el calor,
30%a 562C y debidamente preservado en congela-

dor)

2 Alfa-Thioglicerol

1) StockA O 1 ml de Alff—Thlogllcerol Yy 9 9 ml
NCTC 109 10

2) Stock B 0 1 ml de Stock A y 9 9 ml1 de NCTC
109 10'3M

3  Preparacidn de la Seroalbdmina Bovina (BSA)
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11

: PBC

09 EPO en%-MEDIO
CELULAS erMEDIO

g 3 «-MEDIO
06 L-ASPARAGINA
05 TROMBINA
04 SAB
03 X - THIOGLICEROL

02

01 FCS

FIGURA 12 Componentes del sistema de cultivo en cod
gulo de plasma

P.B C. plasma bovino citratado
E.P O, eritropoyetina

S A B seroalbimina bovina

F.C S suero bovino fetal
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Veinte gramos de SAB en 36 4 ml de H20 doble-
mente destilada y estéril Agitar suavemente

en forma rotativa cada 30’por 24 horas, a una
temperatura de 42C

Después de 24 horas, afiadir 2 grs de resina a
la SAB Durante las dos horas siguientes, agi-
tar suavemente en forma rotativa cada quince m1
nutos

Filtrar la mezcla a través de una gasa disponién
dola en un frasco limpio Afladir otros 2 gr de
resina Disponer la mezcla a 42C y agitar suave
mente en forma rotativa por una hora Realizar
la misma maniobra en la hora siguiente, a la tem
peratura de la habitacibén Dejarlo reposar por
24 horas a 49C

Filtrar la mezcla a través de una gasa y medir
el volumen Hacer la solucién i1sotdnica afiadien
do 1.1 ml de x 10 PBS para cada 15 ml de SAB

La solucidn pasa a ser 37% peso/volumen
Determinar el contenido proteico total (método
de Lowry) Diluir hasta una concentracién de
SAB del 10% mediante 1 x PBS Esterilizar la so
lucién pasdndola a través de un filtro de O 45
micras.

Disponerla en aliquotas de 4 5 ml y congelarla
Inmediatamente antes de su uso en cultivo, tam=—

ponarla con CO_HNa al 7.5%, 0 1 ml No se pue-

3
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de volver a congelar

5.

6.

Te

8) Concentracidédn final en el cultivo (1% peso/

volumen)

Trombina

1) Diluair 1 ml de Trombina al 1/1000 u/ml en 99
ml de NCTC. Solucién final 10 w/ml
2) Congelar en aliquotas de 4 ml

3) La concentracién final en el cultivo es de

1 w/ml.

L-Asparagina

1) Diluir 2 mgs de L-Asparagina en 1 ml de NCTC
109

2) Filtrar a través de millipore (O 45 micras).
Congelar aliquotas de 0 5 ml

3) Previo a su uso en cultivo, afladir a la ali-
quota 4 5 ml de NCTC 109

4) La concentracién final en cultivo es de 0 02

mg/ml.

Medio Alfa

Uso directo del stock

Plagma bovino citratado

1) Inmediatamente antes de su uso en cultivo, ca-
lentar el stock (viene congelado) y aliquotar
en pequefios tubos. No debe volverse a congelar

para otros usos puesto que ya se han formado
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mallas de fibrina y no constituirfa codgulos en el me

dio de cultivo en caso de re-~utilizaciébn

Metodologfa del cultivo

La técnica que a continuacién pasamos a descri-
bir debe ser realizada preferiblemente en medio esté-
ril, ddndose las condiciones 1dbneas a travéds de la -

utilizacidén de un mosgtrador de flujo laminar Asimis-

mo, la manipulacién de reactivos y componentes del cul

tivo debe ser 4g1l y pulcra

1) Preparar los componentes del medio de cultivo
en cantidad suficiente para el mimero de dosis
requeridas, con un pequefio excedente (una o dos
dosis extras) Las células a cultivar en la con
centracién adecuada, la eritropoyetina a la di-
lucidn ex1g1da y el plasma bovino citratado de-
ben ser la excepcién, ya que deben aplicarse al
cultivo en el ¥ltimo momento y en el orden cita
do Sin ellas y por cada cultivo, el volumen
serd de 0 8 ml, que quedard depositado en el tu
bo correspondientemente seflalado, siguiendo las

normas del protocolo experimental

2) Diluar las células a la concentracién deseada
en 0 1 ml de medio alfa. Afiadir la suspensién

celular al tubo de cultivo correspondiente

3) Afiadir la eritropoyetina, previamente disuelta
a la concentracidn deseada en O 1 ml de medio

alfa



4)

5)
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Inmediatamente antes del cultivo, afiadir a ca-

da tubo conteniendo los O 8 ml de medio inicial
mente preparado + las células en 0 1 ml de me-
dio alfa+ la eritropoyetina disuelta en O 1 ml

de medio alfa, 0 L*0 05 ml de plasma bovino
citrado (calentado previamente a 372C), median-
te una jeringa de tuberculina de 1 ml estéril
con una agu)a de calibre 20 adosada Esta manio
bra debe ser realizada tubo a tubo, usando la -
Jeringa -a través de aspirar y volver al tubo re
petidas veces el total del medio de cultivo- a
fin de obtener una mezcla adecuada y distribucién
uniforme de las células en el medio Inmediata-
mente después y con presteza, se distribuye el
total del medio, todavfa fluido, en ocho micro-
pocillos dispuestos cada cuatro en el interior

de un plato de cultivo de 35 x 10 mm , cubrien-
do el plato inmediatamente La rapidez de esta
operacién es requerida dado que la mezcla que
constituye el cultivo definitivo coagula a los po

cos minutos de afiadir el PBC

Los dos platos que contienen ocho micropocillos
correspondientes a cada cultivo del experimento,
se disponen dentro de un plato de cultivo mayor
(100 x 20), quedando espaclo para un tercer pla

to adicional de 35x10, que se llenard de agua



6)

7)
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destilada a fin de asegurar la humedad del me-
dio Tras ello, el plato continente de los tres
platos pequefios (dos con cultivo y el tercero -

con agua) es debidamente cubierto (figura 13)

Los cultivos se disponen en una estufa de COo
en aire con un alto grado de humedad En el ca
so de tratarse de cultivos de colonias corres-
pondientes a CFU-E, la concentracidn Sptima de
002 serd del 1%, realizdndose la lectura del -
cultivo en los dfas 5-7 de su inicio Si el cul
tivo corresponde a BFU-E, la concentracién Spti
ma de 002 en aire es del 3-5%, realizdndose la
lectura a los 13-15 dfas de 1niciado el culti-

vo

Al final del perfodo de incubacién, los codgu-
los de plasma conteniendo el cultivo eritroide
son extraidos de los micropocillos a fin de cuan
tificar el crecimiento obtenido. Aunque es posi
ble controlar la existencia o no de su crecimien
to e 1ncluso su calidad por observacién directa
mediante un microscopro invertido, la prepara-
c1én de slides sobre porta, previa fijacibn de
los codgulos mediante glutaraldehido y prensado
manual, permitird la prdctica de tinciones espe
cf{ficas para hemoglobina (benzidina) asf como el
contaje de colonias por medio de un microscopiLo
normal, mediante aumentos x 10 (BFU-E) y x 40

(CFU-E)
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FIGURA 13: Metodologfa de cultivo en codgulo de plas-
ma. El cultivo se realiza en ocho micropo-
cillos dispuestos en el interior de dos pla
tos de pldstico de 35x10 mm, dispuestos a
su vez en un plato de plédstico de 100x20 mm.
La presencia de agua bidestilada en un ter-
cer plato garantiza un elevado grado de hu-
medad, condicionado mayoritariamente por las
condiciones ambientales de la estufa donde
se realiza la incubacién.
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Tincién de las colonias

Material
- Benzidina (3,3 Dimethoxy Benzidina Pragc
tica, Eastman-Kodak) 1 gr/100 ml metanol
- H2O2 Stock de perdxido al 30% Etanol
al 704 Diluir 1 parte de stock con 11
partes de etanol
- Hematoxilina de Harris Cualquier prepa
rado comercial
Técnica

1) Lavar los portaobjetos ligeramente en una corrien
te de agua frfa por 10 minutos, a fin de retirar
totalmente el glutaraldehido usado en la fijacién

Dejar secar completamente en aire
2) Metanol absoluto, 1°
3) Benzidina, 5°

5) Agua destilada, 1°
6) Hematoxilina, 8’
7) Agua frfa corriente, 10’

8) Dejar secar completamente en aire

9) Aplicar el cubre-objetos, previo depdésito de

una gota de bdlsamo Bukitt Evitar atrapamien-

to de gotas de aire
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Lectura de los cultivos

Material
- Microscopio ordinario con aumentos de x10 y
x 40
- Contador digital

Método

El contaje de las colonias eritroides comporta
en primer lugar su reconocimiento como tales, a través
del color pardo-roJizo intenso correspondiente a la
benzidina-positividad de la hemoglobina contenida en
el citoplasma de las células gque constituyen las colo
nias eritrocitarias Serd exigible para considerar una
colonia como eritroide, la presencia de la citada ben
z1dina-positividad en todas & parte de las células que
constituyen la colonia. (Es posible la existencia de
células en fase previa a la sintesis hemoglobinica, de
forma que su i1dentificacidbdn eritroide dependerd de co=-
existir en una misma colonia con otras células clara-
mente benzidina-positivas) De otra parte, es posible
el evidenciar en el cultivo colonias correspondientes
a precursores de otras lineas no eritrocitarias, del
tipo de serie blanca (CFU~C) & megacariocitica (CFU-M)
Su i1dentificaciédn morfolégica correrd a cargo de la
tincién por la hematoxilina

La 1dentificacién de las colonias eritroides co

mo provinentes de BFU-E 6 CFU-E, aparte de las circuns
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tancias del cultivo (dfas, origen medular 6 periféri
co) suele ser claramente morfolégica Mientras las -
CFU-~E son colonias habitualmente mds pequeflas (se va
loran a partir de ocho o mds células) y dispersas en
el medio, las BFU-E son morfologicamente mayores, con
un nimero de células muy elevado, y caracter{sticamen
te constituidas por agregados de subcolonias(morfolo-
glcamente cercanas a las provinentes de CFU-E) en ni-
mero variable de 3 a 11 En funcién del tamafio, por
tanto, es conveniente realizar la numeracién de colo-
nias con mayor gumento en las CFU-E ( x 40) que en las
BFU-E ( x 10) Se cuentan por separado las colonias
correspondientes a cada codgulo, estableciéndose pos-
teriormente la media y desviacién standard del total
de ocho colonias correspondientes originariamente a
un mismo cultivo De otra parte, en miltiples ocasio-
nes es dfficil evitar subjetivismos en el contaje de
colonias, sobre todo si su mimero es alto y aparecen
digpuestas abigarradamente Por ello, a efectos de una
mayor verosimilitud en los resultados, es conveniente
que el contaje se realice por parte de varios observa

dores a fin de comparar resultados



~85-

4 3 BIO-ENSAYO PARA LA DOSIFICACION DE ERITROPOYETINA

Este método se fundamenta en el uso del modelo
experimental de ratones policitémicos ex-hipéxicos (25)
En estos animales, la formacién "enddgena" de eritropo
yetina viene abolida por la circunstancia previa de hi
poxia prolongada y consiguiente policitemia, seguida
de reintegracién a presibn ambiental, con oxigenacién
tisular normal En este punto, cualquier incremento en
la eritropoyesis, cuantificable por la incorporacién
de Fesg, expresard la actividad biolégica de la mues-
tra 1inyectada al animal El uso de un patrén interna-
cional de referencia permitird transformar la incorpo

59

racién de Fe’“en Unidades Internacionales (18).

Material

- Ratones hembra virgenes Swis-Webster (peso
aproximado 22-25 gramos)

~ Jeringas estériles de 5 ml Agujas de calibre
25.

- Jeringas estériles de insulina (1 ml )

- Cédmara hipobdrica

- Fe59 (en solucién de C1lNa)

- Tubos capilares de micro-hematocrito

- Tubos-test de cristal para contaje gamma

- Muestra "gtandard" de eritropoyetina

- Curva " standard" de referencia (Internatio-

nal Reference Preparations of Erythropoietin).
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Mé&todo

1)

2)

3)

4)

Para cada especimen a estudiar se requiere un

grupo de cinco ratones

Los ratones son expuestos por un total de 219
horas a una presidn de 0 4 atmésferas (456 mm
Hg) en una cdmara hipobdrica, a razén de 19 ho
ras por dfa La presién de la cdmara y la dura
cibén de la exposicién de la hipo-presiédn deben
ajJustarse hacia la obtenciédn de los niveles de
hematocrito deseados Debe proveerse a los ani-
males de suficiente agua y comida durante el ex

perimento

Las muestras a estudiar son procesadas de la si1

guiente forma

Orina La muestra de 24 horas es recogida sin

preservativos Medir el volumen total y
guardar una aliquota de 10-15 ml a -209C

Suero Recoger 10-15 ml y congelar a -202C

Otros fluidos corporales Son requeridos alrede

dor de 10-15 ml Conservar a -202C
Cuando el ensayo estd a punto, los especi{menes
son dispuestos en una Jeringa de 5 ml con una

aguja de calibre 25

Después que los animales han sido expuestos a
la hipopresidn atmosférica el tiempo pertinente,

se les permite la re-aclimatacién a presidén am-
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biental por cinco dfas

En el quinto dfa post-hipoxia, la mitad del vo
lumen del especimen a estudiar es inyectado intrape-
ritonealmente en el grupo de cinco ratones La mitad
restante de la muestra se administra al sexto dfa
En el dfa séptimo, cada ratén recibe O 5 mCU de
en 0 2 ml de ClNa, por via IV 6§ IP

Setenta y dos horas mds tarde, el animal es pe-

Fe?d

sado y previa anestesia (éter), mediante puncién car-
dfaca se obtienen O 6 ml de sangre que se recoge en

una jJeringa de insulina previamente heparinizada Pre
vio llenado de dos tubos capilares de micro-hematocri
to, el resto de sangre se deposita en un tubo de crig

tal pequefio a efectos del contaje gamma

5) Se calcula el % de incorporacién de Fe59 median
te la férmula
% de incorporacidn CPM/ml sangre x vol sangre tot

de Fe59
total CPM inyect x 100

El volumen total de sangre se admite que constl
tuye el 7% del peso corporal Aquellos ratones con he
matocrito inferior al 54% se excluirdn de la conside-
racién estadfstica Calcular la media y desviacibn es

tandard para el % de incorporacién
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6) Bn cada ensayo, al menos se dispondri de cua-

T)

tro grupos de control

a) Salino

b) Suero normal

¢) 0 1 u.I eritropoyetina

d) 0 4 ul eritropoyetina

El equivalente en U I. de eritropoyetina se de
terminard por comparacidn con la curva "estan-
dard" establecida por la "International Referen

ce Preparations of Erythropoietin”,



-89-

4 4 TECNICAS PARA LA OBTENCION DE SUSPENSIONES DE
CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA

Material

- Pipetas (Falcon Products-Division of BEK)

n? 7521 1 ml graduada 1/100
n2 7551 10 ml graduada 1/10
n? 7543 5 ml graduada 1/10
n? 7507 2 ml graduada 1/100

- Platos de cultivo (Falcon plastics)
n? 3002 60 x 15 mm , estéril

- Tubos-test (Falcon plastics)

n? 2070 50 ml tubos plédsticos cénicos de cen-
trifuga, estériles (30 x 115 mm)

n? 2095 15 ml ‘tubos pldsticos cénicos de cen
trifuga (17 x 120 mm)

ng 2003 12 x 75 mm tubos estériles con tapdn,
individualmente envueltos, de poliestireno,
6 ml de capacidad

ne 2001 17 x 100 mm estériles con tapén, indi
vidualmente presentados, de poliestireno, 16
ml de capacidad

- Piltros (ya descerito en material y métodos )

Reactivos

Dextrano Salino 3%

8 5 gr ClNa
30 gr Dextrano (Peso molecular 150 000) (Pharmas

cia Fine Chemicals)
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Afiadir agua bidestilada hasta 1000 ml
Filtrar a través de Millipore a efectos de es-

terilizacién

PBS (Phosphate-buffered saline)
1 69 grs PO,H Na H_.O

472 2
1000 ml. H20 bidestilada Monobdsico
2. T1 grs P04H Na2
1000 ml H20 bidestilada Dibdsico

Para preparar la solucién,afiadir el monobdsico
al dibdsico hasta un pH de 7,4 Diluir 1 10 con H20
bidestilada para conseguir una solucién O 05 M, A ca-
da litro de solucibn afiadir 8 5 grs de ClNa. Esterili
zar pasando a través de un filtro Millipore (membrana
de O 45 micras) Guardar a 42C Volver a filtrar antes

de su uso,

SBSS (Selegmans  Balanced Salt Solution)
15 3 gr ClNa

0.4 gr ClK

30 gr CH3002Na (s1 Trihidratado usar 4 9

gr)

01 gr  PO,H,Na

02 gr POHK

14 gr CO3H Na

20 gr D-glucosa

0 006 gr Acido Ascdérbico
Agua bidestilada hasta 2000 ml
Piltrar a través de Millipore
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Ficoll-Hypaque

Ficoll 400 (P M 400 000) 9% peso/volumen

Hypaque acuoso 34% (Winthrop Labs)

El hypaque viene presentado al 50% Debe diluir
se al 34% por medio de agua bidestilada estéril

La solucién final consta de 24 partes de ficoll
al 9% y de 10 partes de Hypaque al 34% La densidad
resultante es de 1 08 La solucién debe esterilizarse
por filtracién a través de un millipore (O 45 micras)
Debe preservarse a 42C resguardado de la luz La solu-
c1én es dtil durante 60 dfas En caso de usarse, debe
volverse a filtrar

Preparacidn de la solucidédn standard

Solucién A 180 grs de ficoll
Afiadir hasta 2 000 ml de agua bidestilada

Agitar vigorosamente

Solucién B 566 ml de hypaque al 50%
Afiadir agua bidestilada hasta 833 3 ml

Afiadir solucidén A+ solucién B Mezclar
bien

HBSS (Hanks Balanced Salt Solution)

ClNa 8 gr
ClK 04 gr
PO4HNa2 2H20 O 06 gr
S04Mg TH20 01 gr
PO4HZK 0 006 gr
Glucosa 1 gr
CL2Ca 0 14 gr
CO3HNa 0 35 gr
Cl2Mg 6H20 01 gr
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Presentacién en frasco de 50 ml conteniendo so
lucidén x 10 HBSS Para su uso final, debe afladirse a
los 50 mli de x 10 HBSS, 400 ml de H20 bidestilada,
10 ml de bicarbonato sédico (17 5 gr/oo) y 1 ml de
rojo fenol (1%) Se debe completar la solucidn afiadien
do agua bidestilada hasta un volumen total de 500 ml
FPiltrar a través de millipore Preservar a 42C Fil-

trar nuevamente i1nmediatamente antes de su uso

RPMI 1640 (Associated Biomedic Systems, Inc)

Uso directo de la preparacién comercial
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Tincibn de Giemsa

Stock Giemsa 1l gr
Glicerina 66 ml
Metanol absoluto 66 ml

Solucidn final

HBSS 10 partes
Stock 1 parte

Fijar las preparaciones con metancl al 70% du
rante un minuto Lavar con H20 y secar Sumergir en la

solucibn de giemsa durante diez minutos Lavar con H20

Yy secar

Tincién Suddn Negro

Disolver O 3 grs de suddn negro B en polvo

en 100 ml de etanol absoluto Ello requiere 1-2 dias

a temperatura ambiente

Mezclar 16 grs de fenol con 30 ml de etanol
absoluto y afiadir O 3 grs de PO4HNa2 12H20 en 100 ml
de agua bidestilada Esto es una solucién buffer

Formalina solucidn al 40%
Mezclar 60 ml del stock de suddn negro B con 40 ml
del buffer Filtrar por succién Esta solucidn es esta

ble por varias semanas

Uso de la tincidn

Las preparaciones a teflir son secadas al aire

y fijadas en vapor de formalina por 10° (Ello se reali
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za disponiendo las preparaciones secas en un comparti
miento cerrado conteniendo una pequefla cantidad de la
solucidn de formalina al 40%, cuidando de que las pre
paraciones no entren en contacto directo con la solu-
cién) Secar Sumergir las preparaciones en la solu-
c1én de suddn negro B durante sesenta minutos ILavar
en etanol al 50-60% a fin de evitar una tincidn exce-
siva Lavar en agua corriente Disponer las prepara-
ciones en una solucibn de hematoxilina de Harris La-

var en agua corriente durante cinco minutos Secar en

corriente de aire

Tincidn de Prypan Blue

Stock Trypan blue (Gibco) O 4% en salino
Diluir 1/1 en dcido acédtico al 2% Filtrar (millipore)

Usarlo como la solucidén de uso corriente en los
r d
recuentos celulares en cdmara Calcular el numero de

células viables (las células no viables incorporan el

colorante azul en su interior)

Método
Previa obtencidén de consentimiento documentado,

la sangre fué obtenida de puncidén venosa a partir de
donantes sanos, disponiéndola en Jeringas esteriles

conteniendo heparina pura (s1in preservativos)
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FRACCION I (F I) Suspensidén de células mononucleares

(Linfocitos + Monocitos) (figura 14)

1l

a)
b)
c)
d)

FRACCION II (F II)

Mezclar la sangre heparinizada con un volumen mi-—

tad (2 1) de PBS (0 05 M, pH 7 4)

Veinte ml de la mezcla sangret PBS se deposita so
bre un volumen 1déntico de ficoll hypaque (densi-
dad 1 08), procurando preservar la integridad de

la interfase creada

Centrifugar el gradiente a 400 g, durante treinta

minutos y a una temperatura de 15°C (14)

Recoger cuidadosamente las células de la interfase
(mediante jeringa y aguja, 8 pipeta Pasteur), que
una vez reunidas serdn lavadas x 3 mediante RPMI

1640, &8 SBBB, & HBSS, dependiendo del destino fi-

nal del experimento (ver mds adelante)
Posibles variantes de esta técnica

Uso de ficoll hypaque (D 1 08), centraf 25°T2 15°C
1] " " 40 ‘ma 2500

" "

Uso de ficoll paque (X)(D 1 077), " 05 ‘Ta 152(
" " 40°Ta 252(¢

" " "

(X) PFicoll-paque (Pharmacia Chemicals, Piscataway,
NJ)

Suspensién enriquecida en linfoci-

tos (figura 15)

Los detalles sobre este método se han descrito
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FIGURA 14: Obtencidén de suspensiones de células mono
nucleares de sangre periférica mediante
gradiente de ficoll-hypaque. La interfase
retiene selectivamente linfocitos (azul)

y monocitos (marrén), mientras los hematies
(rojo) sedimentan en el fondo del tubo.
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recientemente (111) (figura 15)

1 Obtener suspensién de células mononucleares (F 1)
a través del gradiente de ficoll-hypaque, como se
ha indicado anteriormente (Centrifugacién a 15eC,
400 g -1550 RPM en PR-6 -30")

2 Disponer las células de la interfase (P I) en tubos
policarbonatados de 40 ml y fondo redondo Centri
fugar por diez minutos a 400 g en SBSS frfo (49C)
Lavar x 2 en SBSS, centrifugando durante diez minu
tos a 190 g y a una temperatura de 4°C Las células
deben manipularse con presteza y los sedimentos ce
lulares tras la centrifugacién deben resuspenderse
vigorosamente a fin de evitar agregados de monoci-
tos Los lavados con SBSS son importantes para re-—
tirar las plaquetas de la suspensidn celular (Su
presencia posterior podria interferir seriamente

con el rendimiento de la técnica)

3 Resuspender las células en 10 ml de SBSS frfo (42C)
Reservar una aliguota de la suspensién celular pa-

ra contaje celular y férmula diferencial

4 Diluilr la suspensiédn hasta 40ml mediante SBSS y
guardar en frfo (hielo) hasta que el contaje y fér

mila diferencial estén realizados En aquel momen-

to, centrifugar por diez minutos a 190 g, resuspen

diendo el sedimento celular en RPMI 1640 con un 20%

de suero autélogo inactivado por el calor (562C du-

rante 60°7)
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FIGURA 15: Separacién de monocitos por adherencia
al pldstico. Durante la incubacibén de la
suspensién de células mononucleares en
platos de pldstico, los monocitos (marrén)
observan un comportamiento adherente al
fondo de plato, quedando los linfocitos
(azul) en suspensién.
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> Disponer 3 ml de la suspensidén celular (4 5 x 106

monocitos) en platos de cultivo estériles de plés~
tico de 60 x 15 mm Incubar los platos durante una
hora a 379C en una atmésfera de 5% de CO02 en aire

Yy alto grado de humedad

Pasado el perfodo de incubaciédn (60°) Recoger la

fraccidn de células no adherentes por decantacidén

de los platos y x 6 lavados cada uno de ellos me-

diante 3 ml1 de HBSS

La fraccién celular NO ADHERENTE A LOS PLATOS DE
PLASTICO constituye la denominada F II, enriqueci-

da en linfocitos (alrededor de un 95% de pureza)

La ausencia de Ca™ s Mg*'en la solucién utiliza

da en las primeras fases de esta técnica (SBSS) es un

determinante importante para el mantenimiento de la -

capacidad adherente de los monocitos como caracterfs-

tica selectiva

FRACCION III (F III) Suspensidn linfocitaria "pura"

Existen tres vias técnicas alternativas para la

obtencidn de esta fraccidn

A

1

Via Ficoll-Adherencia-Incubacién con Fe-carbonilo

Una vez obtenida la que denominamos fraccién II,

se resuspende en HBSS con un 20% de suero autélogo

inactivado por el calor
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2. Esta fraccién II, no adherente, es tratada con Fe-
carbonilo (GAF Corp NY , NY ) a razén de 25 mg
/ml , procurando asegurar una mezcla homogénea de
partfculas finas del polvo de Fe-carbonilo en la -

suspensién celular

3 Incubar la suspensidén a 372C por 30’, a la vez que
es sometida a una rotacibén contfnua mediante un ro

tor dispuesto en el interior de la estufa

4 PFinalizada la incubacibn, la suspensidn celular se
deposita en un gradiente de ficoll-hypaque (20 ml),
que serd centrifugado por 30°a 400 g y temperatura
ambiente (Previo al depésito de la suspensién celu
lar en el gradiente, es convenlente cambiarla de tu
bo, a efectos de liberarla del exceso de Fe-carboni

lo que podrfa provocar disrupcién de la interfase

del ficoll)

5 Tras la centrifugacidn del gradiente, las células
de la interfase final constituyen la denominada

frace1én III Su contaminacidén monocitaria debe ser
inferior al 1%

B Vfa de la doble adherencia

1 Partiendo de la fraccién II (No adherente a los pla
tos de pldstico) suspendida en HBSS-20% suero auté-
logo (1nactivado por el calor) a una concentracién

de 4 X lO6 células/ml, 3 ml de esta suspensibn son
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reincubados, como en la fase anterior, en platos
de pldstico para cultivo de 60 x 15 mm , a 37°C y
atmésfera de 5% CO2 en aire, asf como alto grado

de humedad durante sesenta minutos

La fraccién no-adherente es recogida por decanta-

cién y x 6 lavados de los platos mediante HBSS

Previos lavados (x 3) en HBSS (centrifugacién a 190
g), ésta nueva fraccién no-adherente constituye

la fraccidédn III

Via Dextrano-~Fe-Carbonilo - Ficoll-Hypaque (111)

Mezclar la sangre heparinigada con dextrano salino

3% (proporcién de 2 1) Dejar sedimentar durante
30 minutos a 37°C

Recoger la capa plasmatica rica en leucocitos (su-
perior), evitando en lo posible la contaminacidn
eritrocitaria de la capa inferior

Mezclar esta capa plasmdtica con Fe-carbonilo (pro
porcién de 1 gr de Fe-carbonilo por cada 50 ml de

sangre de que se partld) Asegurar una mezcla ho-

mogénea y fina dispersidén del Fe-Carbonilo

Incubar a 379C por treinta minutos sometiendo la
suspensién a rotacién continua en el interior de
la estufa

Tras la incubacién, depositar la suspensién en gra-
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dientes de ficoll-hypaque (20 ml ) a 1gual volumen
Centrifugar por 30%a 400 g a una temperatura de 15°C
(Previamente al gradiente y tras la incubacidn, cam
biar la suspensidn de tubo, a fin de evitar la dis—
rupcién del gradiente por partfculas groseras de Fe
a la vez que valorando el hecho de que los monoci-
tos y el Fe se adherirdn a las paredes de pldstico

del tubo original)

Recoger cuidadosamente las células de la interfase
del gradiente y lavar con HBSS (partes i1guales de
HBSS y suspensién de la interfase) centrifugando por
15 minutos a 400 g y 159C Lavar x 2 con HBSS Con-

taje celular y férmula diferencial

Resuspender las células en RPMI 1640 con un 20% de
suero autolégo (0 FCS) inactivado por el calor, a

6
una concentracidn final de 15 x 10 células/ml

Depositar 3 ml de la suspensibn celular en platos
de cultivo estériles (60 x 15 mm) de pldstico Incu
bar durante una hora a 372C, 5% CO, en aire y alto

grado de humedad

Recoger la fraccidn celular no-adherente mediante

decantac1én de los vlatos de cultivo asf como x 3

lavados de los mismos, cada uno de ellos mediante

3 ml de HBSS

Lavar la suspensién celular x 3 con HBSS Contaje y

férmula diferencial El resultado obtenido es la

1lamada fraccidén III
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FRACCION IV (F IV) Suspensibn enriguecida en monoci-
tos (111)

1 Siguiendo la técnica descrita prara la obtencidn de
la F II (Suspensidén enriquecida en linfocitos), el
procedimiento técnico es 1déntico hasta el aparta-

do 6 de nuestra anterior descripcién

2 La fraccién adherente a los platos de cultivo, ba-
sicamente constituida por monocitos, debe ser reco
g1da tras los sels lavados con HBSS del plato Pa-
ra ello se utilizard una solucibn de lidocaina en
SBSS y 10% de suero (ver mds adelante) Tres ml de
esta solucidn se depositardn en cada plato conte-
niendo la fraccidn celular adherente Incubar a tem
peratura ambiente durante 10-15 minutos (Un tiem-

po superior disminuira la viabilidad de los monocl
tos)

3 Pasado el tiempo de incubacién, aspirar las célu-
las con una pipeta Pasteur esteril Lavar los pla-

tos x 1 mediante SBSS, repipeteando

4 Resuspender las células en tubos policarbonatados

de 40 ml de fondo redondo Lavar x 2 con SBSS frio
(todas las maniobras deben realizarse a baja tempe
ratura y las células deben guardarse en hielo), cen
trifugando a 190 g por diez mnutos Tras las cen-
trifugaciones, 10s sobrenadantes deben eliminarse

por aspiracién (no decantar el tubo)
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5 Realizar contaje celular y férmula diferencial E1
resultado final es la fraccién IV, enriquecida en

monocitos (superior a 90%)

6 Durante la realizacidén del 1nicial gradiente de fi
coll, debe ponerse especial cuidado en no recoger
células situadas por debajo de la interfase del gra
diente, pues ello propiciarfia la contaminacidn gra-
nulocitaria del resultado, dado que los granulocitos

se comportan también como células adherentes

SOLUCION DE LIDOCAINA

Lidocaina de stock (40 mg/ml) (Astra Pharmaceutical
Products, Inc )

4 38 ml

SBSS 20 62 ml

CO3HNa al 7 5% 6 gotas

Suero autélogo 6 AB (inactivado) 2,6 ml

Tras preparar la solucién, comprobar el pH Si es nece

rario , ajustarlo a 7 4 mediante CO3HNa al 7 5%

Suspensién de granulocitos

1 Preparar fraccién I mediante gradiente de ficoll-
hypaque
2 Tras la centrifugacidén del gradiente, recoger el

sedimento eritrocitario Afladir un volumen equiva-

lente de suero inactivado (autélogo 8§ AB 6 FCS),

d1luido en SBSS
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3 Afladir dextrano salino 3%, en un volumen equiva-

lente a 1/3 del existente

4. Sedimentar durante treinta minutos Recoger la ca
pa plasmdtica y centrifugar por diez minutos a 200
g

5. Lisar los hematfes mediante H20 bidestilada esté-
ril, 2 ml durante dos segundos Diluir rapidamen-
te con SBSS hasta 40 ml Lavar x 1 en SBSS Conta-

Je y férmula diferencial

6 Guardar las células a 4°C (hielo) hasta su uso, sus

pendidas en SBSS

Consideraciones generales en el manejo de las suspen-—

siones celulares

12 Las férmulas diferenciales de las suspensiones ce-
lulares se deberdn realizar mediante un doble con-
trol _ Tincién ordinaria con glemss

- Tincién de suddn negro

22 Los contajes celulares es aconsejable practicarlos
mediante la técnica del Trypan blue, a fin de eva-
luar la viabilidad celular, especilalmente en técni
cas con gran manlpu13016n celular, larga duracidn,
6 tras haber guardado las células por un cierto

tiempo antes de su aplicacidén al ensayo del culti-

vo en codgulo de plasma
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32 Antes del usc de las células en cultivo, se proce-
derd a un nuevo lavado con posterior ajuste a la -

concentracidn deseada en el cultivo en medio alfa

Todos los procedimientos referidos y las distin
tas fracciones celulares obtenidas con 1l0s mismos se

representan en el sigulente esquema (figura 16)



~107-

FIGURA 16 Secuencia de técnicas destinadas al frac-—
cionamento de la suspensién mononuclear
de sangre periférica en suspensiones celu
lares con diferente concentraciédn de lin-

focitos y monocitos
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FIGURA 16

Sangre heparinizada

Ficoll-hypaque

Células de interfase Fraccibdn I (30% monocitos)

Praccién I (RPMI-20% suergg incubada en platos de cultivo

y lavada
Células no-adherentes Fraccidén II Cé ulas adherentes-
(6% monocitos) Fraccién IV
Obtenidas por libe-
racién mediante li-
Fraccién II, incubada con docaina (95% monoci
Fe-carbonilo tos)
Ficoll-Hypaque

Células de interfase PFraccién III
(0 6% monocitos)
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4 5 TECNICAS PARA LA SEPARACION DE POBLACIONES
LINFOCITARIAS HUMANAS

1 Separacién de linfocitos B en columa anti-inmino-~
globulina humana (figura 17)

Material Fragmentos Fab’2 de inmunoglobulina poli
valente de cabra con especificidad anti-~
inmnoglobulinas humanas (146)

- Sefarosa 6 MB

-~ Columas de cromatograffa 1 x 15 cm

Los fragmentos Fab’2 son acoplados a la
Sefarosa 6MB activada mediante cianuro de Bromo
(CNBr) y posteriormente introducidos en las colum
nas de cromatograff{a El procedimiento es de mayor

extensién y detalle (21)

M&étodo Previamente a su aplicacidn a las colum—
nas cromatogrdficas, las células fueron incubadas a
372C por treinta minutos y lavadas a 1igual temperatura,
a efectos de eliminar los anticuerpos citofflicos uni-
dos pasivamente a los receptores Fc (55) Una suspen-
s1én celular con 200 x lO6 células fué aplicado a cada
columna cromatogrifica Después de la elucidn de la
fraccién celular no adherente a la columa (depleccio
nada de linfocitos B) mediante salino buffer-borato,
la fraccién adherente a la columa ( enriguecida en lin
foc1itos B) fué desprendida aplicando una solucidn de
1nmunoglobulina humana (fraccién II de Cohn) a una con

centracién de 10 mg /ml y mediante agitacidén fisica

del lecho de resina
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FIGURA 17: Separacidn de linfocitos B mediante adhe-
rencia a columna de sefarosa con anti-inmu
noglobulina humana polivalente. Los linfo-
citos con inmunoglobulinas de superficie
(linfocitos B) quedan fijados a la colum-
na, mientras que los que no las poseen (1ir_1
focitos no-B) la atraviesan.
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Fraccién no-adherente Suspensién depleccionada en

linfocitos B

Fraccién adherente Suspensidn enriquecida en lin

focitos B

2. Depleccién de linfocitos T (Macro-método de rose-

tas esponténeas con hematfes de carnero) (figura 18)

Material

Hematfes de carnero pre-tratados con AET (62)
Suero de buey fetal (FCS) previamente absorbido
con hemat{es de carmero AET-pretratados, e 1nac

tivado por el calor
RPMI 1640

Suero autblogo
Picoll-hypaque

Tubos policarbonatados de fondo redondo, de 40 ml

Bafio a 379C
Centrifuga refrigerada (PR-6)

- Trls-ClNH4

Mé&todo

1 Preparar la suspensién celular y realizar conta
je de células

o5 Previo centrifugado a 200 g, resuspender las cé
lulas en RPMI-1640 con 20% de suero de buey fe-

6

tal, a una concentracién de 5 x 10~ células/ml

3 Suspender los hemat{es de carnero tratados con

AET en RPMI-1640 con 20% de suero de buey fetal,

2 una concentracién del 1%
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FIGURA 18: Separacién de linfocitos T mediante la pro
duccidén de rosetas espontdneas con hematfes
de carnmero., Los linfocitos formadores de ro
setas (linfocitos T) sedimentan en el gra-
diente de ficoll-hypaque. Los linfocitos no
permanecen en la interfase del ficoll-hypaque.

< Tighs
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En los tubos estériles policarbonatados, afia—
dir 2 ml de la suspensidn celular a 2 ml de

la suspensidn de hematfes de carnero

Incubar a 3792C en bafio de agua, por quince mi-

nutos

Centrifugar a 190 g por diez minutos a una tem

peratura de 42C

Incubar el sedimento obtenido con 1la centrifuga
c1én en hielo (42C), por espacio de sesenta mi-

nutos No agitar los tubos

Extraer la mitad del sobrenadante de cada tubo

¥y guardarlo Suavemente, resuspender el sedimen
to en el resto del sobrenadante Aplicar el re-
sultante de 1 § 2 tubos a un gradiente de ficoll-
hypague (20 ml) Lavar el tubo otra vez con 1 ml
del resto de sobrenadante guardado previamente
Centrifugar los gradientes a 400 g por treinta

minutos a una temperatura de 152C

Recoger cuidadosamente las células de la interfa

se (pipeta Pasteur), lavar x 3 en RPMI Contar

CELULAS NO-T

Reunir los sedimentos de los gradientes Lavar

x 1 en RPMI Realizar lisis de hematfes de car-

nero
a) mediante suero autélogo no inactivado (resug
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pender en 3 ml de suero autoldgo, agitar
durante cinco minutos a 372C - bafio de H20-
8 hasta que la lisis de los hematfes sea com
pleta) Lavar x 2 en RPMI Contar CELULAS T

b) mediante Trls-ClNH4
Usar ClNH4 (9 partes) y Tris buffer ( 1 par-
te). Afiadir 5 ml de Trls-ClNH4 a los sedi-
mentos reunidos Incubar a 372C por cinco mi
nutos agitando. Diluir con SBSS y lavar x 1

centrifugando por 10 minutos a 200 g

La secuencia de métodos de separacibén de pobla-

ciones queda resumida en la figura 19
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FRACCION MONONUCLEAR DE SANGRE PERIFERICA ( CON 0
SIN MONOCITOS)

COLUMNA DE SEPHADEX CON ANTI-INMOGLOBULINA HUMANA

N

LINFOCITOS B LINFOCITOS NO-B

S

MACRO-ROSSETTING CON HEMATIES DE CARNERO
PRETRATADOS CON AET

LINFOCITOS T \\\\‘

LINFOCITOS "“NULL"

Fraccionamiento de una suspensién linfo-

FIGURA 1 cltaria en sus correspondientes sub-pobla

ciones
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4 6 METODOS ESTADISTICOS

En la presente tesis doctoral hemos empleado

los siguientes métodos estadfsticos

Media aritmética
Desviacidn estandarad

1.
2
3 Error estandard de la media
4 T de Student

5

Método de los mfnimos cuadrados para
correlacién

En este capf{tulo se exponen resumidamente las
bases de esta metodologfa estadfstica Se han empleg~-

do como referencias bibliogrdficas los textos de Armi

tage (4) y Sokal y Rohlf (123)

1 Mediz aritmética (X)

Queda definida por la férmula

e X
X = — donde
n
X = media aritmética
2 = suma
X = valores individuales
n = nimero de observaciones

2 Desviacidn estandard (s)

Es 1la medida mds utilizada de la dispersidén que

sufren los valores 1individuales de una muestra Se ob-

tiene aplicando la siguiente férmula
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2(x -1 )°

8 = o donde

desviaciédn estandard
suma

valores individuales

MM M @
"

media aritmética

ndmero de observaciones

3 Error estandard de la media (SEM)

Constituye en realidad la desviacidbn estandard
de varias medias, obtenidas a partir de muestras de va

rios valores individuales Se obtiene por la férmula

SEM = —— do de

SEM = error estandard de la media
s = desviacibn estandard
n = nimero de valores individuales a partir de los

que se ha obtenido cada media

4, T de Student (T)

Se obtiene por la férmula

X - %o
donde

t =
\/(SEM1)2+—(SEM2)2
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t de Student

Mqi1 o
it

medias aritméticas

9]

EM = errores estandard

5 Mé&todo de los mfnimos cuadrados para correlacidén

Técnica estadfstica adaptada para analizar si
dos variables de una misma muestra se desplazan de
modo correlacionado Para ello se considera

a) Coeficiente de correlacién (r)

Va de 0 a 1, siendo 1 la correlacidn perfecta Se

calcula por la férmula
S(X-%) (Y -1)
r = == =
Veax - 02(x - )

b) Error estandard de r

Se calcula por la férmula

l-r2

n

¢c) Coeficiente de determinacidén

Equivale a r

d) Significado estadfstico de r

Se obtiene a travds de la t de Student segin la

férmula
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e) Bcuacién de regresién

a +bx

<
"

(X -%) (Y -79
T(X -3%)°

a= y - bx
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5 RESULTADOS

5.1 EPECTO MODULADOR DE LOS MONOCITOS SOBRE LA
ERITROPOYESIS "IN VITRO"

En un estudio preliminar, siguiendo las refe
rencias existentes sobre la descripcidédn de un precur
sor eritroide circulante (22,47,97,104), se procedid
a la separacién de células mononucleares de sangre -
periférica de quince donantes sanos, por medio de la
técnica del gradiente de ficoll-hypaque (14) Los re
sultados obtenidos en la aplicacibén de un nimero de-
terminado de estas células al sistema de cultivo con

codgulo de plasma en presencla de eritropoyetina, que

da expresado en la Tabla I
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TABLA I

ESTUDIO PRELIMINAR SOBRE LA PRESENCIA DE BFU-E EN
SANGRE PERIFERICA

(x)

Donantes N2 de colonias de BFU—E/lO5
normales ( x) células
1 6
2 7
3 11
4 9
5 7
6 12
7 10
8 4
g 11
10 &
11 18
: ;
13
14 6
15 7

9%0 8 (medraz gsmy)

La sangre fué diluida con HBSS, dispuesta sobre
un gradiente de ficoll-hypaque (densidad 1077) y
centrifugada en tubos de cristal a 400G por 30 m
nutos a 209C Las células de la interfase fueron
lavadas mediante HBSS y preservadas en tubos de
cristal, en hielo por una hora Posteriormente,
se procedié a su cultivo en el sistema de codgulo

6
de plasma con 4 u de eritropoyetina/2 x 10~ célu-

5 4
1as a la concentracidn de 2 x 10”7 células / 0 1

ml de cultivo
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Ante el hecho de la variable concentracidén mono
citaria presente en la suspensibn de células mononu -
cleares obtenidas mediante el gradiente de ficoll-hy-
paque (tal concentracién no venfa referida en las pu~-
blicaciones precedentes acerca de la BFU-E circulante),
8@ 1niciaron exverimentos destinados a valorar el posi
ble papel de esta variable en el resultado final del -
nimero de colonias derivadas de BFU-E obtenidas De es
ta forma, se procedib a estandarizar la técnica de se-
paracién con el fin de preservar constante el mimero -
de monocitos asf{ como su viabilidad en la primera fase
de la separacibén En etapas posteriores, se procedi
a la depleccidn progresiva y especifica de 1la contami
nacién de monocitos en la suspensién de células mononu
cleares. El procedimiento de separacidén permitid dis-
tinguir entre una fraccién I de células mononucleares,
con contaminacidn monocitaria importante (30%), una
fraccidn II con sensiblemente menor contaminacidédn (6%),
una fraccién III, "linfocitaria pura" y finalmente una
fraccién IV, obtenida a partir de células "adherentes"
separadas de la suspensién mononuclear inicial (frac-

c1én I), notablemente enriquecida en monocitos (95%)

A La Tabla II muestra los valores obtenidos en cuan

to a concentracién monocitaria de las sucesivas frac-
ciones, as{ como su rendimiento en la formacién de co
lonias eritroides derivadas de BFU-E en cuanto fueron
aplicadas al sistema de cultivo de codgulo de plasma

en presencia de la hormona eritropoyetina
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PTABLA II

CORRELACION ENTRE FRACCIONES CELULARES, CONCENTRACION
DE MONOCITOS Y COLONIAS DERIVADAS DE BFU-E EN LOS CUL
TIVOS DE COAGULO DE PLASMA

Ne de BFU-E / 10° células®

Praccién ( xx)
No E 4 UI E
celular % Monocitos o Ep 0
FP-I 30t 3 0 1105
F-I1 6t 1 0 10 92 5
F-III O06t0 2 0 20 72 9
F-1V 95 0 0

(x) Los valores representan la media? l error estan-
dard de la media de nueve estudios separados E1
contaje de las colonias se realizd en el dfa +14

del cultivo

(xx) La eritropoyetina (Ep) usada en estos estudios
fué recogida y concentrada por el Departamento

Universidad del Noreste, Corrien
3§sfliigi§ffié, y posteriormente procesada y eva
luada biologicamente por el Hematology Research
Laboratory, Children’s Hospital of Los Angelgg,
California, con el soporte de la grant HE-10830
del National Heart, Lung and Blood Institute of
the National Institutes of Health (UsA)
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La lectura del ndmero de colonias se realizf
mediante un aumento de x 40 Se considero como una
colonia derivada de BFU-E la 4rea constituida por gru
pos de sub-unidades mostrando actividad eritroide a
través de la deteccién de sfntesis de hemoglobina en
las células, evidenciada por la positividad a ls t1in
cién con benzidina

A concertraciones de 2 x lO6 células de fraccidn
III /11 ml de medio de cultivo, no existieron difi
cultades en la i1dentificacién de las distintas 4reas
de actividad eritroide "burst" (literalmente "explosi
va®, uso semdntico referido a la apariencia morfoldg;
ca de este tipo de colonias) (Figura 20) Sin embargo,
a concentraciones mayores de células en medio de cul-
tivo (3 x 106/1 1 ml) se hizo mds diffcil la 1dentifi
caci1én 1ndividualizada de las colonias, que finalmen-
te adoptaban una disposicién confluente, inindividua-

lizable, cuando se cultivaron 4 X lO6 células/1 1 ml
é més

El cultivo de 2 x 105 células de fraccién-III/
micropocillo en presencla de concentracliones progresil
vamente crecientes de eritropoyetina permitid apreciar

un incremento lineal en el nimero de colonias eritroi-

des entre las concentraciones de 0 5a 2 U I de Ep/

1.1 ml1 de cultivo, estableciéndose un "plateau" a con

centraciones superiores (figura 21)

De 1gual modo, el numero de colonias eritroides
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formadas fué directamente proporcional al ndmero de
células de fraccién III cultivadas (0 5 - 3 x 106

células / 1 1 ml de medio de cultivo) en presencia
de una concentracién constante de eritropoyetina en

el medio de cultivo (figura 22)
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FPIGURA 20: Actividad proliferativa de BFU-E de sangre
periférica (fracecién III, linfocitaria
"pura"), en el medio de codgulo de plasma
y en presencia de eritropoyetina.
Obsérvese la presencia de tres colonias
exhibiendo sintesis de hemoglobina y con
las caracterf{sticas morfoldgicas correspon
dientes a BFU-E (x 40).

R TC
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25 .
i r 1 ;
COLONIAS 5 F
ERITROIDES
X 10° CELULAS i CELULAS DE FRACCION 111
S L
Ou" 1 1 L ] —
0 1 2 3 4 5 6

CONCENTRACION DE ERITROPOYETINA
(UNIDADES /1 1ml )

FIGURA 21 Eficiencia en cultivo de BFU-E de
concentraciones creclentes de eritropo
yetina en el medio (concentracién consg
tante de células en el cultivo)
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600}

COLONIAS
ERMROIDES 400

200 CELULAS DE FRACCION I
-
k/ ] ] . ] ]
o 1 2 3

CONCENTRACION CELULAR X107 11ml

FIGURA 22 Eficiencia en cultivo de BFU-E de
concentraciones crecientes de células
cultivadas (concentracidn constante de
eritropoyetina en el medio)
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Cuando las células de las fracciones I, II y
IIT fueron cultivadas separadamente, el numero de co
lonias eritroides derivadas de BFU-E formadas el dia
+14 de cultivo, estuvo inversamente relacionado al
nimero de monocitos presentes en cada fraccibdn (Tabla
II)

El coeficiente de correlacidén entre el porcen-
taje de monocitos (0-15%) y el nimero de colonias eri
troides formadas a partir de 105 células de fraccién
I, IT 6 III fué de -0 96 (p< 0 001) Esencialmente, no
se formaron colonias eritroides cuando en el cultivo
ex1st16 una presencia de monocitos superior al 20%

(Frgura 23)
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20}
N° BFU-E .
2X10°Células |

10}

ob—
0 4

PORCENTAJE DE MONOCITOS

FIGURA 23 Influencia de concentraciones crecientes
de monocitos en la actividad proliferati
va "in vitro" de BFU-E de sangre perifé-
rica (p ¢ 0 001)
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Para profundizar en el conocimiento del fend-
meno de relacidén entre la concentracidén de monocitos
en cultivo y proliferacién de BFU-E, se mezclaron mo
nocitos autblogos purificados (fraccidén IV) con célu
las de fraccién III, llevando a cultivo una concentra
c1én final de 2 x 106 cdlulas / 1 1 ml conteniendo
0, 5, 15 y 30% de monocitos Bajo estas condiciones,
el nimero de colonias eritroides formadas fue nueva-
mente i1nversamente proporcional al porcentaje de mo-

nocitos presente (Tabla III)
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T ABLA IIT

EFECTO DE LOS MONOCITOS AUTOLOGOS PURIFICADOS
(FRACCION IV) SOBRE LA FORMACION DE COLONIAS ERI-
TROIDES DE UNA FRACCION DE CELULAS MONONUCLEARES
DE SANGRE PERIFERICA PREVIAMENTE DEPLECCIONADA DE
MONOCITOS (FRACCION III) EN EL MEDIO DE CULTIVO DE
COAGULO DE PLASMA

Ne de BFU-E/lo5
Ne de Ne de células [x)

células de P-III células de F-IV No Ep 4UI Ep

14 x 106 0 0 178t10
14 x 106 600 000 0 0

17}{106 0 0 21 41 3
17 xlO6 300 000 0 21t05
l9x106 0 0 22 91 5
19 x lO6 100~ 000 0 11 31 0

(x) Cada valor representa la media® l error estandard
de ocho estudios separados Los valores estdn re-
feridos al nimero de células de fraccién-III cul-
tivadas El mimero total de células (F-III+ F-IV)
fué de 2 x 106/1 1 ml de cultivo La lectura de

los cultivos fué realizada el dfa +14
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En los experimentos descritos previamente, se
vino utilizando un ndmero constante de células en el
medio de cultivo, i1ndependientemente del porcentaje
de monocitos que presentaran Dada la evidente sepa-
racién de la BFU-E dentro de la fraccién mononuclear
"linfocitaria", existfa la posibilidad de que la re-
duccién observada en la formacién de colonias eritroi
des, directamente proporcional a la contaminacién mo-
nocitaria, fuera debida a simple dilucién de las BFU-E
por los monocitos A fin de examinar esta posibilidad,
un nimero constante de células de fraccién-III (99%
de linfocitos) fué co-cultivado con proporciones dis-
tintas de células de fracciédn IV (95% de monocitos)
Como resultado de ello, el numero de colonias eritroi
des derivadas de BFU-E se redujo ante proporciones cre
cientes de células de fraccibn IV afiadidas De ello se
pudo deducir que el fenbmeno de supresién en la forma
c1én de colonias eritroides no era explicable por la
simple dilucidn en la concentracién de BFU-E (Tabla

Iv)
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TABLA IV

EFECTO DE LOS MONOCITOS AUTOLOGOS PURIFICADOS (F-IV)
SOBRE LA FORMACION DE COLONIAS ERITROIDES DERIVADAS
DE BFU-~-E A PARTIR DE NUMEROS CONSTANTES DE CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA DEPLECCIONADAS DE
MONOCITOS (F-III) EN EL MEDIO DE CULTIVO DE COAGULO
DE PLASMA

N2 de

N2 de BFU-E /105
células (x)

N2 de

células de P-III células de F-IV No Ep 4 UI Ep

N DD NN
Mo oM M M KM W

106 0 0 24 6r 21
106 40 000 0 18 3+1 8
106 80 000 0 12 9r2 3
lO6 120 000 0 9 712
lO6 200 000 0 51t08
106 300 000 0 2607
106 480 000 0 0]

(x)

Cada valor representa la media } 1 error estandard
de sels estudios separados Los valores estén re-
feridos al nimero de células de fraccidn III cul-
tivadas El nimero total de células en cultivo va
ri1é entre 2 04 - 2 48 x lO6 células / 1 1 ml de

medio de cultivo, dependiendo del numero de mono-

citos afiadido en co-cultivo
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Dada la evidencia de la imprescindibilidad de
la eritropoyetina para el desarrollo "in vitro" de
las BFU-E hasta colonias eritroides sintetizadoras
de hemoglobina (nunca se obtuvo crecimiento eritroi
de en ausencla de eritropoyetina en el medio de cul-
t1vo), una posible explicacidn para el fenémeno de -
supresién del crecimiento eritroide podrfa venir da-
da a través del consumo de la eritropoyetina por los
monoc1tos presentes en el medio Esta hipbtesis se
perfilaba como poco probable puesto que en los expe-—
rimentos descritos se utilizd un exceso de eritropo-
yetina en el medio de cultivo ( 4 UI/1 1 ml ) Para
descartar definitivamente esta posibilidad, propor-
ciones de 1 a 4 x 106 células mononucleares de san-
gre periférica (fraccién I) fueron pre-incubadas con
1-4 UI de Ep/ml por un espacio de tiempo de 0 5 §

36 horas Posteriormente, previa centrifugacién para
elimnar las células, el medio fué sometido a evalua
cién en cuanto a persistencia de actividad bioldgica
de la eritropoyetina, mediante el denominado bio-ensa
yo de ratones policitémicos ex-hipbxicos La ausencia
de reduccién en la actividad de eritropoyetina del me
dio pre-incubado con fraccidbén I excluyé de forma obje
tiva la hipbtesis del consumo de eritropoyetina por
los monocitos, con la consigulente reduccidbn en la dis
ponibilidad de la eritropoyetina para las BFU-E (Ta-
bla V)
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BLA V

EFECTO DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE LA SANGRE
PERIFERICA (F-I) SOBRE LA ERITROPOYETINA (Ep)

"IN VITRO"™ (1)
Unidades de Ep (PRI) / cultivo (2)

N2 de células En medio sélo Medio 4+células

mononucleares (3) mononucleares
1 x 10° 1(136t1 M 1821
1x lO6 2 (19 4+t1 9) 2 (17 9t 2 3)
1X106 4 (16 221 7) 4 (16 5t0 8)
2 x 10° 1(82¢t009) 1(93t10)
2](106 2 (12 71 1) 2 (15 8¢+2 9)
2}(106 4 (15 3+£2 0) 4 (14 7t1 6)
41{106 1 (11 2¢t1 2) 1 (13 6¢1 4)
4 x 10° 2 ( 9.9£0 5) 2 (11 3t17)
4 x 10° 4 (19 8t1 8) 4 (19 0t2 0)

(1)

(2)

Eritropoyetina y proporciones distintas de frac-
ci1én I fueron incubadas conjuntamente por O 5 ho
ras ( 1y 2 x 10® cé&lulas) & 36 horas ( 4 x 106
células), a 372C y atmésfera himeda de CO, al 5%
en aire, los controles consistieron en incuba-

c1én de la eritropoyetina en medio sin fraccidn I

El medio fué valorado en ratones policitémicos
ex-hipbxicos, convirtiendo el porcentaje de in-
corporacién eritrocitaria de Fe?9 en unidades equl
valentes de Ep por referencia a la curva de dosis-
respuesta establecida por la PREPARACION DE REFE
RENCIA INTERNACIONAL (PRI) de eritropoyetina
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TABLA V

(3) La fraccidn I usada en la incubacidén contenfa
alrededor de un 30% de monocitos

(4) Los valores entre paréntesis indican el porcen
taje de incorporacidn de Fed9 en el ensayo de
ratones, 1nducido por volumenes similares de me
dio a partlr de cada muestra
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A fin de determinar si1i el efecto de supresidn
en el crecimiento de BFU-E mediatizada por monoci-
tos pudiera tratarse de un efecto inespecifico inhe
rente al co-cultivo con cualquier linea celular no
linfocitaria, se llevaron a cabo experimentos en los
que las células de fraccidédn III fueron co-cultivadas
con monocitos (F-IV), granulocitos & bien cultivadas

sélas (TABLA VI)
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