
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Interacción celular en la eritropoyesis 
 

Benet Nomdedeu i Tobella 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a l’acceptació de les següents condicions d'ús: La difusió 
d’aquesta tesi per mitjà del servei TDX (www.tesisenxarxa.net) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat 
intel·lectual únicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigació i docència. No s’autoritza la seva 
reproducció amb finalitats de lucre ni la seva difusió i posada a disposició des d’un lloc aliè al servei TDX. No s’autoritza la 
presentació del seu contingut en una finestra o marc aliè a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum 
de presentació de la tesi com als seus continguts. En la utilització o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la 
persona autora. 
 
 
ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptación de las siguientes condiciones de uso: La 
difusión de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tesisenred.net) ha sido autorizada por los titulares de los derechos 
de propiedad intelectual únicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigación y docencia. No se 
autoriza su reproducción con finalidades de lucro ni su difusión y puesta a disposición desde un sitio ajeno al servicio 
TDR. No se autoriza la presentación de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de 
derechos afecta tanto al resumen de presentación de la tesis como a sus contenidos. En la utilización o cita de partes de 
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora. 
 
 
WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions:  Spreading this thesis by the 
TDX (www.tesisenxarxa.net) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private 
uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading 
and availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX 
service is not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In 
the using or citation of parts of the thesis it’s obliged to indicate the name of the author. 



" I N T E R A C C I O N C E L U L A R 

E N L A E R I T R O P O Y E S I S " 

T E S I S D O C T O R A L 

BENET NOMDEDEU I TOBELLA 

Barcelona, maig de 1982 



-140-

T A B L A VIII 

CO-CULTIVO CON MONOCITOS Y GRANULOCITOS 

F—III 5 
(g¿la) 29t 14 colonias/lO células de F-III 

F—III + 5 
t -\r\Mt n 140 5 colonias/lO células de F-III 

monocitos (30$) 

F-III t 
granulocitos 28 t 10 colonias/lO células de F-III 

(30$) 

(N 3) 
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Los siguientes experimentos fueron realizados 
para determinar si el efecto de supresión monocita-
ria sobre el crecimiento de BFU-E requería un contac 
to directo célula-célula A tal fin, fueron prepara-
dos "monolayers" de monocitos por medio de la adición 
de proporciones distintas de células de fracción IV 
a micro-pocilios de cultivo, suspendidas en RPMI-20# 
de suero autólogo, permitiendo la adherencia de los 
monocitos al plástico por espacio de una hora Célu-
las de fracción III sólas o con monocitos fueron cul 
tivadas en micro-pocilios separados usando el siste-
ma de coágulo de plasma El sobrenadante de los "mono 
layers" monocitarios fue extraído y coágulos plasmá-
ticos conteniendo células de fracción III y eritropo-
yetma fueron transferidos sobre los "monolayers" mo-
nocitarios ó en pocilios de control (conteniendo tan 
sólo RPMI-20$ de suero autólogo) Sumariamente, la pro 
liferación de BFU-E fué estudiada en coágulos plasmá-
ticos conteniendo 

a) células de fracción III sólas 
b) monocitos células de fracción III 
c) coágulos plasmáticos conteniendo fracción III 

dispuestos posteriormente sobre "monolayers" 
monocitarios 
Los monocitos suprimieron la actividad de BFU-E 

tanto en el co-cultivo con fracción III como en su pre 
sencia en los "monolayers" (Tabla VII) 
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T A B L A VIII 

EFECTO DE LOS MONOCITOS SOBRE LA FORMACION DE COLO-
NIAS ERITROIDES DERIVADAS DE BFU-E INFLUENCIA DE 
LA PROXIMIDAD DE LOS MONOCITOS A LAS CELULAS DE 
FRACCION-III (1) 

$ de monocxtos F-III +monocitos^F-III +monocitos^3 
(co-cultivo) (monolayer) 

O 23 t 10 23 - 10 
10 4 ± 2 15 t 6 

20 0 5 10 5 12 i 7 
30 0 5 * 0 5 3 í 2 

(1) Se cultivaron 2 x 10 células de fracción III, 
con 4 U I de Ep 

(2) Los monocitos y las células de fracción III fue-
ron mezcladas y posteriormente cultivadas a lo -
largo de 14 días Estos valores representan la -
media Î1 error standard de tres experimentos se-
parados 

(3) Las células de fracción III fueron cultivadas en 
micropocillos con medio de cultivo completo, lle-
gándose a constituir el coágulo plasmático antes 
de ser transferidas a otros micro-pocilios que con 
tenían los "monolayers" monocitarios 
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Diversos investigadores han reportado que las 
BFU-E presentes en las fracciones celulares de la in 
terfase de gradientes isopícnicos proliferaron sin -
necesidad de recurrir a la deplección previa de mono 
citos (22,47,97,104) Para determinar si el tiempo -
de centrifugación de los gradientes y/o la temperatu 
ra podían influenciar la concentración de monocitos 
resultante en la suspensión celular final, fueron rea 
lizados los siguientes experimentos previa dilución, 
la sangre fué dispuesta sobre gradientes de ficoll-
hypaque ó de ficoll-paque, siendo posteriormente cen 
trifugada por períodos de tiempo distintos (25'ó 40') 
y a temperaturas distintas (15QC ó 258C) El mcremen 
to del tiempo de centrifugación ó de la temperatura 
determinaron deplección de monocitos en una propor-
ción de 2-4 veces (Tabla VIII) Una vez más,se demos 
tró una estrecha correlación entre el número de colo-
nias derivadas de BFÜ-E y el porcentaje de monocitos 
presente en la suspensión celular cultivada 
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T A B L A VIII 

EFECTO DE LA TEMPERATURA, TIEMPO DE CENTRIFUGACION Y TIPO DE 
FICOLL EN EL CONTENIDO MONOCITARIO Y PROLIFERACION DE BFU-E 
DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA (l) 

Condiciones de $ monocitos 1° monocitos ^ x N2 de 
separación (morfología) (Sudán negro) BFU-E/ . 

105 ce'l 

Ficoll-Hypaqui^ 

25 m m , 152C 18+2 22 ± 1 2 i 0 4 

40 m m , 252C 4 t 3 

C\J 

C
—
 13 i 3 

(4) Ficoll-Paque 

25 m m , 152C 16 i 3 18 i 1 2 ± 0 5 

40 m m , 252C 6 £1 9 íl 8 i 2 

(1) Ver texto para explicación 

(2) Cada valor representa la media +1 error estandard de tres 

estudios por separado 

(3) Preparado en el laboratorio a partir de Hypaque comprado 

a Winthrop Labs , N Y , N Y (ver material y métodos) 

(4) Comprado a Pharmacia Chemicals, Piscataway, N J , en for-

ma de solución de uso directo 
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5 2 EFECTO DE LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS T Y B SO-
BRE LA ERITROPOYESIS "IN VITRO" (Ubicación de la 
BFU-E presente en la sangre periférica dentro de 
las poblaciones lmfocitarias Papel desarrollado 
por estas poblaciones en el crecimiento " m vitro" 
del precursor) 

Estudios previos llevados a cabo en nuestro la-
boratorio demostraron que el cultivo en el sistema de 
coágulo de plasma de concentraciones celulares estan-
dard para fracción III (habitualmente 1-2 x 10 célu-
las /l 1 mi de medio de cultivo) de fracciones celu-
lares T-depleccionada y/ó nuil (no-T, no-B) de células 
mononucleares de sangre periférica, dieron lugar a la 
formación de tantas colonias eritroides derivadas de 
BFU-E que el crecimiento se hacia convergente, imposi 
bilitando en la práctica el contaje de su número Por 
ello, se hizo preciso el empleo de concentraciones ce 
lulares en cultivo oscilantes entre 0 25 x 10^/1 1 mi 
(para fracciones celulares no-T, "nuil" así como de-
pleccionadas de monocitos) y 3 x 10^ células /l 1 mi 
(otras fracciones de células mononucleares), determi-
nándose en la lectura de resultados el número de colo 

5 
nias eritroides por cada 1 x 10 células cultivadas 
Las concentraciones de entropoyetma en el medio de 
cultivo, en función de la curva dosis-respuesta previa 
mente establecida, fueron, como en las experiencias an 
teriormente referidas, de 4 U I /l 1 mi de medio de 
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cultivo 

Los resultados que se muestran en la Tabla IX 

demostraron que 

a) Como se evidenció previamente (ver tabla I), 

el cultivo de células mononucleares proceden-

tes de sangre periférica (obtenidas a través 

de gradientes de ficoll), di<5 lugar a la forma 

ción de colonias eritroides ( smtetizadoras de 

hemoglobina) en número apreciable 

b) El cultivo de fracciones de células mononuclea 

res previamente depleccionadas de células T (ma 

cro-rosettmg) a concentraciones similares, di<5 

lugar a la formación de colonias eritroides en 

número significativamente mayor (p <0 05) (Figu 

ra 24) 

c) El tamaño y madurez de las colonias obtenidas a 

partir de fracciones celulares depleccionadas 

de células T, fueron similares a los observados 

en el crecimiento obtenido a partir de la prepa 

ración de células mononucleares "integras" A 

fin de objetivar cuantitativamente este dato, se 

empleó la determinación del número de sub-colo 

m a s eritroides que constituía la unidad de ere 

cimiento conocida como colonia derivada de BFU-E 

d) Sin embargo, cuando los resultados se calcularon 

en base al número total de células no-T cultiva 

das en cualquier fracción, no se hallaron dife-
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FIGURA 24: Actividad proliferativa correspondiente 
a fracción celular linfocitaria no-T de 
sangre periférica (x 40). 
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rencias significativas entre las distintas fra£ 

ciones 

e) La adición de células T en proporciones crecien 

tes al cultivo de la fracción depleccionada de 

células T, no influyó significativamente en el 

número ni el tamaño de las colonias eritroides 

formadas 
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Como ha quedado expuesto en el primer apartado 
de los resultados, los monooitos ejercen un "bien de-
finido efecto inhibitorio en el crecimiento de las -
colonias eritroides correspondientes a BFU-E Por ello, 
la previa separación de los monocitos en la suspensión 
de células mononucleares de sangre periférica supone 
un incremento significativo en el número de colonias 
eritroides formadas " m vitro" en presencia de entro 
poyetma La tabla X muestra los resultados de vanos 
estudios en los que, previa deplección de monocitos 
de las suspensiones mononucleares de sangre periféri-
ca ( Fracción-III ), se procedió al cultivo de esta fra_c 
ción, bien integramente, bien tras la separación de 
los lmfocitos T por medio de la técnica de rosetas 
espontáneas con hematíes de carnero pre-tratados con 
AET (vease detalles de la técnica en el capítulo de 
material y métodos) Los resultados permitieron obser 
var una vez más que a concentraciones similares de cé 
lulas en el cultivo, la fracción celular carente de 
células T produjo un mayor número de colonias eritroi 
des Este incremento mostró estrecha relación con el 
incremento de la concentración de BFU-E consiguiente 
a la deplección de lmfocitos T Del mismo modo, el 
posterior co-cultivo de esta fracción enriquecida en 
BFU-E con linfocitos T a concentraciones progresivas 
no incrementó el número ni la calidad de crecimiento 
de las colonias eritroides 
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Ciertos autores (97) han referido la existencia 
de un efecto "T-helper" como necesario y determinante 
en el crecimiento y maduración de las colonias eritro_i 
des derivadas de la BFU-E presente en la sangre peri-
férica Nuestra experiencia en cultivo de fracciones 
celulares desprovistas de células T, ya referida ante 
nórmente (tablas IX y X), parecía contradecir las ci 
tadas observaciones A fin de verificar de forma más 
precisa este importante punto, así como para identifi 
car la fracción mononuclear en la que se ubica la BFU-
E, a partir de células mononucleares desprovistas de 
monocitos (fracción III) procedimos a un subfraccio-
namiento en 

a) Fracción celular enriquecida en lmfocitos B 
(adherente a columna de sefarosa conteniendo 
anti-inmunoglobulma humana Vease detalles en 
el capítulo correspondiente de material y méto 
dos) 

b) Fracción celular enriquecida en lmfocitos T 
(formadoras de rosetas con hematíes de carnero) 

c) Fracción celular "nuil" (no-T, no-B) 

Estas fracciones fueron estudiadas acerca de su 
capacidad para la formación de colonias entroides en 
el sistema de coágulo de plasma y en presencia de eri 
tropoyetma, bien sólas, bien en co-cultivo entre ellas 
La tabla Xi muestra claramente como las fracciones por 
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tadoras de marcadores T y/ó B no mostraron capacidad 
para dar lugar a un crecimiento valorable de colonias 
eritroides Al contrario, la fracción mononuclear des 
provista casi totalmente de monocitos (fracción III) 
mostró actividad entroide en el cultivo (29 colonias 
/lO células cultivadas) aunque significativamente in 
ferior a la actividad expresada por la fracción "nuil" 
(no-T, no-B) (106 colonias /lO células cultivadas) 
(p<0 001) Ello argumenta de forma muy consistente a 
favor de que la citada fracción celular "nuil" acoge 
en su contenido a los precursores BFU-E (Figuras 25 y 
26) 
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FIGURA 25: Actividad proliferativa correspondiente 
a fraccidn celular linfocitaria "nuil" 
de sangre periférica 
i'̂ lfo de linfocitos T) ( x 40). 
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FIGURA 26; A mayor detalle, actividad proliferativa 
de BPÜ-E correspondiente a la fracción 
celular linfocitaria "nuil" 
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T A B L A VIII 

PORMACION DE COLONIAS ERITROIDES DERIVADAS DE BPU-E A PARTIR 
DEL CULTIVO "IN VITRO" DE SUB-POBLACIONES PURIFICADAS DE CE-
LULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA DEPLECCIONADAS DE -
MONOCITOS (F-III) (1) 

Fracción $ Lmfocitos T $ Monocitos N2 de colonias/ 
celular 10^ células 

Fracción III (7)(2) 80 i 3 ^ 0 9 i 0 1 29 t 5 

Lmfocitos T (7) 85 * 2 0 3 ¿ 0 2 0 

Lmfocitos B (7) 15 ¿4 0 5*0 5 4 i 1 

Lmfocitos 
"null" (8) 1 ±0 5 1 o t o 3 106 i 13 

(1) Concentración de Ep en cultivo 4 Ul/l 1 ml de medio 

Día de lectura del cultivo +14 

(2) La numeración entre paréntesis indica el niímero de estu-

dios por separado realizados 

(3) Cada valor representa la media ti error estandard del 

total de estudios realizados 
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Como queda manifiesto en la tabla XI, en los 

distintos experimentos por separado, la fracción 

"nuil" contenía una media de tan sólo un uno por cien 

to de lmfocitos T formadores de rosetas espontáneas 

con hematíes de carnero. La tabla XII muestra como la 

re-combmación en co-cultivo de la fracción "nuil" 

con proporciones varias de fracciones autólogas puri 

ficadas T ó B, ó con ambas a la vez (reconstituyendo 

aproximadamente las proporciones fisiológicamente -

existentes en la sangre periférica), no permitió en 

ningún caso observar cambios significativos en la can 

tidad (número de colonias) ó el tamaño (expresado a 

través del número de subunidades constituyentes) del 

crecimiento de colonias eritroides derivadas de la 

BFÜ-E, comparativamente con el crecimiento observado 

a partir de la fracción "nuil" cultivada separadamen-

te Del mismo modo, la calidad de las colonias eri-

troides en cuanto a hemoglobmización fué similar 
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T A B L A VIII 

EPECTO DE LA ADICION DE LINPOCITOS AUTOLOGOS PURIFICADOS T 
Y/O B SOBRE LA PORMACION DE COLONIAS ERITROIDES DERIVADAS 
DE BFU-E POR FRACCION CELULAR "NULL" PURIFICADA, EN EL SIS-
TEMA DE COAGULO DE PLASMA "IN VITRO" (l) 

Fracción N2 colonias/lO Subunidades/colonia 
celular células "null" 

Fracción "null" ( 6 ) ^ 113 £ 1 0 ^ 5 3 ^ 3 

F "null"+Linfoçitos T 
(10-80$) (6)^4) H O ¿ 16 4 4 - 0 2 

F "null"+Linfocitos B 

(10-80$) (3) 115 - 21 5 5 Í 0 2 

F "null"+Lmf ocitos T 

(80$)+ Lmfocitos B 103*12 4 5 Í0 2 
(10$) (3) 

(1) Concentración de Ep en cultivo 4 U I /l 1 ml de medio 
Día de lectura del cultivo + 14 

(2) La numeración entre paréntesis indica el número de estu-
dios por separado realizados 

(3) Cada valor representa la media íl error estandard del to-
tal de estudios realizados en cada categoría 

(4) Los valores de porcentaje entre paréntesis indican el por 
centaje de cada tipo celular en cultivo 
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6 D I S C U S I O N 

Desde una perspectiva simplificadora, el meca-
nismo fundamental en la regulación de la eritropoye-
sis viene ejercido por la acción de la eritropoyeti-
na, hormona cuyo estímulo de producción específico -
es la hipoxia tisular ejercida sobre determinados ór 
ganos "receptores" Sin embargo, un análisis más pro 
fundo lleva a la consideración de otros mecanismos -
de regulación que, no por menos conocidos dejan de -
ejercer un papel fundamental en la dinámica de produç 
ción y maduración de la serie roja Entre ellos, los 
fenómenos de interacción celular ocupan un espacio -
preferente El primer ejemplo de ello viene dado por 
el denominado "microambiente inductivo hemopoyético" 
("HIM") (135), implicado estrechamente en la regula-
ción del proceso por el que la stem cell pluripotente 
CFU-S se diferencia hacia cada uno de los compartimen 
tos "comitted" correspondientes a las futuras líneas 
madurativas de la sangre 

Dentro del compartimiento eritropoyético, y a tra 
vós del modelo experimental que propician las técni-
cas de cultivo " m vitro" de la serie (125), se pudo 
comprobar la existencia de factores de estimulación 
sobre la producción de colonias eritroides distintos 
a la entropoyetma, dependientes de la presencia en 
el cultivo de otras células (52,53) ó medios condicio 
nados provmentes del sobrenadante de cultivos de lí-
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neas celulares s m aparente relación con la serie ro-
ja (6,40,97) Publicaciones más recientes (88) sinte-
tizan este efecto de estimulación eritropoyética bajo 
el término "burst promoting activity" ("actividad pro 
motora de burst"), incluyendo en ella orígenes dispa-
res, tales como células de médula ósea de ratón (142), 
factores presentes en orina humana distintos a la eri 
tropoyetma (33), medios condicionados leucocitarios 
(6), y lmfocitarios previa estimulación con toxoide 
tetánico (97), fitohemaglutinina (35,88), ó pokeweed 
mitogen (60) 

En principio, es muy difícil establecer diferen 
cías entre los factores de interacción celular a tra-
vés de los que el "HIM" ejerce su función, de aquellos 
que se incluyen dentro del heterogéneo grupo que pare 
ce constituir la denominada "burst promoting activity" 
(BPA) Es posible que algunos de ellos se superpongan 

Determinados experimentos, a través de modelos 
" m vivo" (56) e " m vitro" (58), han permitido esta-
blecer de forma cierta que el precursor eritropoyéti-
co "precoz", BFU-E, primero de los conocidos en la s_e 
cuencia "comitted" a maduración entroide y supuesto 
inmediato sucesor de la CFU-S pluripotente, no se ha-
lla bajo la dependencia reguladora de la eritropoyeti 
na, que se inicia en estadios madurativos más avanza-
dos, intermedios entre la BFU-E y el precursor "tar-
dío" CFU-E De ahí que en el estudio de las condicio-
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nes regaladoras del crecimiento de BFU-E, la inter-
acción celular asuma un protagonismo fundamental En 
este sentido, Nathan y cois (97) describieron, a -
través del cultivo de BFU-E presente en la sangre -
periférica de humanos sanos, la obligada presencia 
de lmfocitos T en el cultivo para que el precursor 
consumara su maduración hasta colonias de células -
con capacidad de sintetizar hemoglobina Sin embar-
go, la discusión de nuestros resultados se genera -
en el efecto supuestamente más simple por el que los 
monocitos inhiben la formación de colonias eritroi-
des derivadas de BFU-E, que describimos en esta te-
sis y que no fue observado por investigadores que -
tuvieron la oportunidad, antes que nosotros, de ob-
tener crecimiento de BFU-E a partir de células mono-
nucleares de sangre periférica, en las que existía 
sin ningiín género de dudas un componente variable de 
monocitos, que no fué cuantificada (22,47,97,104). 

En forma resumida, los resultados de nuestra te 
sis muestran, en primer lugar, que los monocitos eg er 
cen im efecto supresor específico sobre el desarrollo 
r ,m vitro" de colonias entroides a partir de las 
BFU-E circulantes, precursores que, en una segunda fa 
se del estudio, se separan dentro de la fracción "nuil" 
de los lmfocitos de la sangre periférica, mostrando 
capacidad para generar colonias " m vitro" independien 
temente, en cuanto a cantidad ó calidad del crecimien-
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to, de la presencia (5 ausencia de las poblaciones 
lmfocitarias caracterizadas por la presencia de 
marcadores T (rosetas espontáneas) ó B ( mmunoglobu 
linas de superficie) 

En el primer apartado de nuestros resultados, 
los monocitos humanos ejercen un efecto supresor so 
bre la formación de colonias eritroides, siendo este 
efecto directamente proporcional al número de monoci 
tos presentes en el cultivo La búsqueda de posibles 
explicaciones al fenómeno descrito, nos llevó al de-
sarrollo de distintas hipótesis, de menor a mayor com 
plejidad, comportando en cada caso, una prospección 
concreta a través del uso del mismo modelo experimen 
tal En primer lugar, la posibilidad de una simple -
dilución del número final de BFU-E en la preparación 
cultivada se descartó dado que la reducción de un por 
centaje determinado de células mononucleares no-adhe 
rentes, si fueron cultivadas solas, significó la re-
ducción del número de colonias en un porcentaje simi 
lar, mientras que la presencia en cultivo de porcenta 
jes entre quince a veinte por ciento de monocitos ya 
supuso la supresión absoluta del crecimiento entroi-
de Del mismo modo, el cultivo de cantidades fijas de 
células no-adherentes con cantidades variablemente pro 
gresivas de monocitos mostró el citado efecto inversa 
mente proporcional del número de monocitos sobre el -
número de colonias eritroides que crecieron El cálcu 
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5 lo del número de colonias en función de 10 células 
no-adherentes cultivadas muestra una vez más el efec 
to supresor mediatizado por los monocitos 

Dada la metodología aplicada en la obtención de 
la supresión enriquecida de monocitos ( fracción IV), la 
supresión podría explicarse a través de un efecto tóxi 
co de la lidocama sobre la BFÜ-E Aunque la hipóte-
sis en principio podría descartarse por la presencia 
del efecto inhibidor en fracciones mononucleares post-
ficoll con un número suficiente de monocitos, sin me-
diatización de lidocama en ninguna etapa metodológi-
ca previa al cultivo, la práctica de co-cultivo con 
lmfocitos T y/o B pre-tratados con lidocama tampoco 
mostró el efecto supresor 

Otra posibilidad a descartar era la hipótesis 
del consumo directo de la entropoyetma por parte 
de los monocitos, previa a su utilización por parte 
de los precursores ó en competición con ella Esta po 
sibilidad arroja de entrada escasa verosimilitud, dado 
que en el medio de cultivo se emplearon dosis de en-
tropoyetma muy por encima de las mínimas eficientes 
mostradas por la curva de dosis-respuesta, sin que 
ello interfiera con el efecto supresor Sin embargo, 
a efectos de una mayor objetividad en nuestros razona 
mientos, se demostró como la incubación de eritropoye 
tina con monocitos, a corto ó largo plazo, no compor-
tó un consumo significativo de la hormona 
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Por último, la eventual posibilidad de un efec-
to supresor de carácter mespecífico, por la simple -
circunstancia técnica del co-cultivo, ful obviada an-
te la ausencia del efecto supresor ante cantidades si 
milares de granulocitos en el cultivo 

Los monocitos pueden ejercer su efecto supresor 
a través de la secreción de productos humorales que -
afecten al desarrollo de la BFU-E En este sentido, ma 
crófagos de ratón han mostrado capacidad para segregar 
chalonas, cito-toxinas y prostaglandmas, capaces to-
das ellas de interferir la proliferación de precurso-
res celulares no-entroides (91,138) En nuestra expe 
nencia, la adición al cultivo de medio condicionado 
sobrenadante del cultivo de monocito por 4-12 días,no 
sólo no significó supresión del crecimiento sino que, 
contrariamente, incrementó la proliferación y diferen 
ciación de las colonias entroides formadas Ello con 
cuerda con la aportación de Aye (6) pudiendo incluir-
se este efecto dentro de la "BPA" De todas formas, 
los experimentos que llevamos a cabo evidenciando efec 
to supresor por parte de los monocitos, tanto si son 
mezclados con la fracción no-adherente previamente al 
cultivo como si están presentes en él como "monolayer", 
sugirieron que los monocitos no requieren de un con-
tacto celular directo con la BFU-E para ejercer su e-
fecto Ello comporta la hipótesis de que el efecto 
que describimos se realizaría a través de un factor 
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humoral de efecto local y vida corta en el medio de 

cultivo Su posible filiación como efecto prostaglan 

dínico parece descartarse puesto que, la presencia -

de mdometacina en el cultivo no suprimió el efecto 

de los monocitos 

Varios investigadores han referido, previamen-

te a nosotros,la presencia de BFU-E en sangre perifé 

rica, usando procedimientos de separación celular 

(gradientes de ficoll) y de cultivo (coágulo de pías 

ma) similares a los que hemos empleado en esta tesis 

Ninguno de ellos hizo referencia al efecto supresor 

de los monocitos que describimos En ningún caso se 

citó la concentración de monocitos viable presente en 

los cultivos, aspecto que en nuestra tesis queda con-

signado tanto por controles morfológicos (Giemsa), co 

mo por citoquímicos (Sudán negro) y funcionales (fago 

citosis de partículas de látex) así como evidencia de 

viabilidad celular previa al cultivo ( Tripán blue) Co 

mo queda evidenciado, en nuestra fracción I se emplea 

ron condiciones especiales que permitieron la preser-

vación de un número relativamente constante de monoci 

tos en la suspensiónmononuclear Es obligado señalar 

que detalles técnicos de aparente intrascendencia in-

fluyen decisivamente en la presencia de monocitos tras 

la práctica de gradientes de ficoll Así, el uso de 

la sangre en un periodo de tiempo superior a una hora 

después de su extracción, el empleo de medios conte-
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niendo iones divalentes CaHy Mg? y el incremento en 
el tiempo o la temperatura de centrifugación del gra 
diente, influyen decisivamente condicionando deplec-
ción de monocitos 

Papayannopoulou y cois (104) emplearon en sus 
experimentos células mononucleares que habían sido s_o 
metidas a adherencia en plástico por dos horas, lo 
que indudablemente tuvo que suponer deplección monoci 
tana Los resultados de rendimiento de número de co-
lonias reportados por Clarke y cois (22) y Nathan y 
cois (97) coinciden con el obtenido en suspensiones 
mononucleares con un 6-12$ de monocitos, concentración 
habitualmente reportada en la práctica de gradientes 
sin precauciones especiales destinadas a la preserva-
ción de monocitos, superponiéndose asimismo con nues-
tros resultados correspondientes al estudio prelimi-
nar (ver tabla I) 

Es pues evidente que un número variable de mono 
citos puede explicar la disparidad de resultados en 
cuanto al número de colonias obtenidas por los distin 
tos investigadores en relación a un número dado de cé 
lulas cultivadas ó a un volumen concreto de sangre 
En nuestra experiencia, la presencia de un número mí-
nimo de monocitos supone un menor margen de vanabili 
dad en el número de colonias obtenidas Recientemente, 
otros investigadores (45) han reportado un comporta-
miento variable en la presencia de BFU-E y CFU-C en 
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sangre periférica Dado el más que probable papel de 
redistribución que ejerce el precursor circulante, a 
tendiendo a las necesidades de determinadas áreas de 
la hemopoyesis que han sufrido deplección por cual-
quier circunstancia, es muy difícil polemizar sobre 
el fenómeno de variabilidad en el recuento de precur 
sores circulantes, ya que con toda seguridad en el in 
ciden múltiples variables, tanto de carácter fisioló-
gico (muchas de ellas aún desconocidas) como de tipo 
técnico ( eritropoyetma usada, medio de cultivo, e in 
cluso técnica de recuento de colonias por parte de los 
distintos investigadores) 

Diversas observaciones " m vivo" e " m vitro" 
han sugerido que los monocitos-macrófagos pueden es-
tar relacionados con la regulación de la hemopoyesis 
Previamente en esta discusión, hemos hecho referencia 
al "HIM" (135) La anemia de carácter genético propia 
de la cepa de ratones Steel es atribuida a un defecto 
en el "HIM" (86) El carácter de resistencia a las ra 
diaciones ionizantes que caracteriza al "HIM" sugiere 
su pertenencia al sistema reticulo-endotelial El fe-
nómeno denominado de "resistencia híbrida" ó "repre-
sión de CFU-S" (26,80) se hace aparente en animales 
altamente irradiados, no se incrementa tras la mmuni 
zación y es improbable que afecte a los lmfocitos B 
Lotzova y cois (75) han implicado en él a los macró-
fagos, habida cuenta que el tratamiento del huesped 
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con partículas de sílice, tóxico para los macrófagos, 
inhibe el fenómeno 

En un trabajo reportado por Aye (6) al que nos 
hemos referido previamente, este investigador sugie-
re una actividad estimulante de los monocitos-macrófa 
gos sobre el crecimiento de los precursores eritroides 
presentes en la médula ósea Ello no puede considerar 
se discordante con los resultados que aportamos en 
esta tesis, puesto que la médula ósea contiene menos 
de un uno por ciento de monocitos-macrófagos, concen-
tración no inhibitoria de la BFTJ-E circulante Si nues 
tras experiencias, no se pudo demostrar incremento de 
formación de colonias a concentraciones monocitarias 
bajas (inferiores a un uno por ciento), ó en el culti 
vo de células mononucleares no-adherentes a eficien-te 
cía sub-óptima en cuanto a concentración (0 5 x 10 
células/cultivo) De otra parte, no es en absoluto s_e 
gura la identidad exacta entre la BFU-E circulante y 
la BFU-E de la médula ósea, habida cuenta la existen-
cia de evidencias a favor de una supuesta heterogenei 
dad celular dentro del término línico BFU-E (44) Del 
mismo modo, se puede especular sobre una posible célu 
la supresora necesaria para el efecto de los monoci-
tos, asimilable a un lmfocito T (T ), quizá pre-gamma 
sente en la sangre periférica pero no en la médula 
ósea 
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La segunda parte de nuestros resultados demuejj 

tra que la BFU-E presente en sangre periférica de hu 

manos no presenta marcadores correspondientes a l m -

focitos T (rosetas espontáneas con hematíes de carne 

ro) ni B ( mmunoglobulmas de superficie), correspon 

di endo por tanto a una sub-fracción de la llamada po 

blación "nuil" En este aspecto, nuestros resultados 

son concordantes con los de Nathan (97) S m embargo, 

en nuestros experimentos, los precursores no requirie 

ron de la presencia de lmfocitos T para mostrar pro-

liferación y diferenciación óptima " m vitro" En es-

te sentido, cultivos consistentes en suspensiones de 

lmfocitos "null" (no-T, no-B), con una presencia de 

lmfocitos T inferior al dos por ciento, dieron lu-

gar a la producción de colonias eritroides con carac-

terísticas de crecimiento (tamaño y grado de hemoglo-

bmización) similares a las obtenidas con suspensio-

nes de células lmfocitarias s m fraccionar La adi-

ción al cultivo de células "null" de lmfocitos T no 

significó cambios en el tamaño ni madurez de las co-

lonias eritroides Nuestros resultados, por tanto, su 

ponen de forma clara falta de evidencias del efecto 

T-helper preconizado por Nathan Otros investigadores 

(124,133) coinciden en nuestras conclusiones en con-

tra de un efecto T-helper necesario en la prolifera-

ción y maduración de colonias eritroides derivadas de 

BFU-E Del mismo modo, en los lmfocitos B no se pudo 
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demostrar ningún efecto modulador sobre el desarrollo 
de la BFÜ-E " m vitro", resultados en este caso no con 
troversiales con ninguna experiencia previa por parte 
de otros investigadores 

La disparidad existente entre nuestros resulta-
dos y los reportados por Nathan referentes a un efec-
to T-helper, no tiene una explicación definitivamente 
satisfactoria De una parte, el efecto T-helper está 
reconocido de forma incuestionable en lo referente a 
la estimulación de síntesis de mmunoglobulmas por -
parte de los lmfocitos B (126) También es conocido 
el hecho de que la anemia no caracteriza el cuadro clí 
nico de pacientes afectos de ínmunodeficiencía combi-
nada severa ó de síndrome DiGeorge, carentes de lmfo 
citos T maduros. En contraste con ello, la restitución 
a la normalidad de la anemia geneticamente determina-
da en ratones dé la cepa W/WV a través de infusión de 
médula ósea normal, es inhibida por la administración 
de suero anti-Thyl 2, fenómeno que puede hacerse de 
nuevo reversible por la administración concomitante 
de timocitos (144) 

Atendiendo a nuestros resultados, el único efe_c 
to incuestionable de mecanismos de interacción celu-
lar en el crecimiento de BFÜ-E viene expresado por la 
actividad supresora que ejercen los monocitos En la 
metodología seguida por Nathan, los pasos seguidos 
hacia la separación de poblaciones lmfocitanas son 
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ídénticos a los nuestros (21), salvo que en todos 
sus experimentos, el punto de partida es la suspen-
sión mononuclear de la mterfase de ficoll "entera", 
s m deplección monocitaria intencionada Tampoco hace 
referencia a la práctica de incubación a 372C de las 
células, previamente a su paso por la columna cromato 
gráfica con anti-mmoglobulma humana Este detalle 
técnico está preconizado por Lobo y cois (73) a efec-
tos de liberar las mmunoglobulmas fijadas a recepto 
res Fe de las células, ya que de otra forma, células 
no-B con éstos receptores podrían ser susceptibles 
de quedar fijadas a la columna, quitando sensibilidad 
a la técnica Las dos circunstancias técnicas citadas 
pueden comportar variaciones sustanciales referentes 
a la proporción de monocitos presentes en cada una 
de las suspensiones celulares resultantes, B, T y 
"nuil" La práctica de la misma metodología en nues-
tro laboratorio, con evaluación del contenido monoci-
tario en cada caso mostró 

12 Lmfocitos B alta contaminación monocitaria 
(presuntamente por un efecto mix-
to, derivado de una parte de mayor 
presencia de monocitos por la no 
incubación previa, en segundo lu-
gar por un falso comportamiento B 
de muchos de estos monocitos, con 
receptores Fe en su superficie Por 
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líltimo, por el comportamiento ad 
herente a la columna de los mono 
citos, cualidad intrínseca a su 
propia naturaleza) 

22 Lmfocitos T Prácticamente nula contaminación 
monocitaria, habida cuenta que -
los monocitos no forman rosetas 
espontáneas y por tanto no preci 

^pitarán en el gradiente de ficoll 

Alta contaminación monocitaria, 
por acumular la práctica totali-
dad de monocitos correspondientes 
a la fracción celular previa a la 
deplección T, y de la que represen 
tan tan sólo una octava parte apro 
ximadamente 

La presencia de monocitos en la fracción "nuil" 
de esta metodología es suficientemente importante co-
mo para condicionar una supresión prácticamente abso-
luta del crecimiento entroide La adición de células 
B, asimismo con contaminación importante de monocitos, 
no supondrá una dilución en el porcentaje de éstos 
suficientemente importantes para permitir el crecimien 
to de colonias eritroides Al contrario, concentrado 
nes altas de lmfocitos T, carentes de monocitos, se-

3a Lmfocitos 
"null" 
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rán suficientes para condicionar esta dilución y por 
tanto, darán lugar al crecimiento de la fracción 
"nuil" Según esta hipótesis, el preconizado efecto 
helper de los lmfocitos T sobre la BFÜ-E podría ex-
plicarse por un fenómeno de simple supresión monoci-
tana en la fracción "null", con posterior desapari-
ción del fenómeno secundariamente a dilución de los 
monocitos en el medio de cultivo y lmfocitos T pre-
sentes Ptak y cois (108) y Stobo (126) han podido 
demostrar la existencia de influencias por parte de 
los monocitos sobre el efecto "helper" y "supresor" 
de los lmfocitos T en la síntesis de ínmunoglobuli-
nas por parte de los lmfocitos B, supuestamente a 
través de condicionar una mayor supervivencia de cé-
lulas "supressor" m vitro Esta hipótesis puede su-
poner una posible explicación coherente al fenómeno 
de supresión entroide por parte de los monocitos, 
para el que no disponemos de otra explicación válida. 

Ciertas observaciones clínicas y de laboratorio 
sugieren que la supresión monocitaria en la formación 
de colonias eritroides " m vitro" puede tener algún 
significado " m vivo" El tratamiento de ratones ó 
ratas infectados mediante agentes activadores de la 
monopoyesis y de macrófagos, tiene capacidad para su-
primir la eritropoyesis al tiempo que mejora la mielo 
poyesis (48,140). Por ello, un incremento así como una 
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activiaad de los monocitos en la médula ósea supon-
drá un aumento " m situ" de la mielopoyesis a través 
de un aumento en la producción de CSF, lo que reduci 
ría concomitantemente la proliferación de BFU-E y 
con ella la producción eritrocitaria En este aspec-
to, anemias asociadas a inflamación crónica o neopla 
sias humanas pueden hallar explicación fisiopatológi 
ca a través del aumento en la proliferación y activi 
dad de los monocitos en estos estados (19,87),etc 
Asimismo, McG-lave y cois (83) reportaron la detección 
de síndrome anémico asociado a histoplasmosis y evi-
dencias de escaso crecimiento eritroide de la médula 
ósea " m vitro" por supresión macrofágica, todo ello 
reversible tras la resolución del proceso micótico de 
base 
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7 R E S U M E N Y C O N C L U S I O N E S 

Los conocimientos actuales sobre la fisiología 
de la hemopoyesis permiten diferenciar dos componen-
tes esenciales en su desarrollo 
I) El sustrato celular, correspondiente a las lia 

madas "stem cells" 
II) Los denominados "mecanismos de inducción y re-

gulación", grupo heterogéneo de determinantes 
que modulan el crecimiento de áquellas 

Clasicamente, las "stem cells" se subdividen en 
dos compartimientos el "pluripotente", correspondiez 
te a una fase del proceso en que no existe un compro-
miso madurativo específico, y el "unipotente" o "com-
prometido" a una maduración específica dentro de una 
línea de diferenciación establecida 

El primer compartimiento "unipotente" reconoci-
do como tal fué el entroide, que actualmente es acce 
sible al estudio de modo muy fructífero mediante el -
uso de técnicas de cultivo " m vitro" Tales métodos 
han permitido reconocer la existencia de dos precurso 
res eritropoyéticos sucesivos, bien diferenciados en-
tre sí 

- BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid), precursor 
precoz del compartimiento, probable inmediato 
posterior a la "stem cell" pluripotente 



R E S U M E N Y 
C O N C L U S I O N E S 
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- CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroíd), precur-
sor tardío, antecesor cercano a las etapas mor 
fologicamente reconocibles de la serie 

Ambos precursores ofrecen, entre otras caracte-
rísticas diferenciales, una calidad y cronología dis-
tintas en su crecimiento " m vitro", a la vez que una 
distinta densidad celular, que permite separarlos por 
procedimientos físicos tales como la sedimentación en 
gradientes de albúmina En el humano adulto, la BFU-E 
se ubica tanto en la médula ósea como en la sangre pe 
riférica, mientras que la CFU-E limita su presencia al 
primer emplazamiento Por último, a través de modelos 
experimentales " m vivo" e " m vitro", se ha demostra 
do que mientras la CFU-E se halla bajo el efecto regu 
lador directo de la entropoyetma, la BFU-E no depen 
de de ella Los mecanismos que intervienen en la regu 
lación del crecimiento de la BFU-E no están en absolu 
to aclarados, constituyendo ion interesante campo de 
discusión De ahí el interés de trabajos de investiga 
ción como el que constituye esta tesis 
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O B J E T I V O -

E1 objetivo de esta tesis doctoral estriba en 
estudiar, a través del cultivo del precursor entro 
poyético BFU-E presente en la sangre periférica, al 
gunos mecanismos de interacción celular que puedan 
influir en el crecimiento " m vitro" de los citados 
precursores, a saber 

1) El posible efecto modulador de los monocitos 
sobre el crecimiento de BFU-E 

2) La ubicación de la BFU-E dentro de las pobla-
ciones celulares mononucleares de la sangre pe 
n f énea 

3) El efecto de los lmfocitos T y B sobre el ere 
cimiento de BFU-E, " m vitro" 

M A T E R I A L Y M E T O D O S -

E1 material y métodos para la realización de es 
ta tesis incluye 

1) Sangre procedente de humanos adultos sanos 

2) Desarrollo del cultivo de BFU-E en el denomina-
do sistema de coágulo plasmático, en presencia 
de entropoyetma 

3) Técnicas de fraccionamiento de la sangre perifé 
rica para la obtención de distintos preparados 
de células mononucleadas, a saber 
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a) Gradientes de ficoll-hypaque para fraccionamiento 
de lmfocitos 

b) Separación de la población celular adherente (mono 
citos) por incubación en placas de cultivo de mate 
n a l plástico 

c) Deplección monocitaria por incubación de la suspen 
sión celular con Fe-carbonilo y posterior gradiente 
de ficoll 

d) Recuperación de la población celular adherente en 
condiciones de viabilidad mediante el uso de una s_o 
lución de lidocaína tamponada 

4) Método del bio-ensayo de entropoyetma a través 
de la llamada técnica de ratones policitémicos 
ex-hipóxicos 

5) Técnicas de separación, en macro-método, de las 
poblaciones lmfocitarias B (paso de las células 
a través de una columna cromatográfica de sepha-
dex con una anti-mmunoglobulma humana fijada) 
y T (rosetas espontáneas a 42C con hematíes de 
carnero) 

R E S U L T A D O S -

l9 Previa corroboración de la existencia de activi 
dad entroide formadora de colonias (BFU-E) en 
la fracción de células mononucleadas obtenida de 
sangre periférica de donantes sanos adultos, y 
partiendo de fracciones mononucleadas post-ficoll 
con concentraciones distintas en monocitos, obje 
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tivamos un efecto inhibitorio de los monocitos 
sobre el crecimiento de colonias eritroides de-
rivadas de BFU-E La práctica de co-cultivos con 
monocitos autólogos en suspensiones enriqueci-
das, mostró que este efecto inhibitorio presen-
taba una correlación directa con la concentra-
ción de monocitos presentes en el cultivo, ó, 
lo que es lo mismo, que la actividad eritroide 
expresada en forma de número de colonias, era 
inversamente proporcional al número de monoci-
tos presentes en el cultivo (p<0 001) 

22 En experimentos adicionales pudimos objetivar 
que la citada acción inhibitoria no es debida 

a) a un efecto dilucional de las BFU-E por la 
presencia de monocitos 

b) a un efecto competitivo de los monocitos con 
respecto a la entropoyetma 

c) a un contacto directo de los monocitos con 
los precursores entropoyóticos, 
smo que obedece probablemente a la presencia 

de un inhibidor humoral no prostaglandinso libe 
rado por los monocitos 

32 La deplección de lmfocitos T en fracción mono-
nuclear de sangre periférica post-ficoll ( con o 
s m monocitos) demostró un incremento significa 
tivo en el número de colonias de BFU-E (p <0 05) 
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Sin embargo, tal como se demostró con los cál-
culos pertinentes, tal alimento fué debido a la 
concentración de las BFU-E consecutiva a la de-
plección de los lmfocitos T 

42 Los experimentos realizados con los cultivos de 
las distintas sub-poblaciones linfocitarias ofre 
cieron los siguientes resultados 

a) Las fracciones correspondientes a los lmfoci 
tos B y Î no mostraban capacidad de crecimien 
to de BMJ-E 

b) En cambio, el cultivo de la fracción lmfoci 
tana "nuil" daba lugar a un crecimiento de 
BFÜ-E más intenso que el cultivo de la frac-
ción" original" (p<0 001), en la que se ha-
llan todas las subpoblaciones 

c) La recombinación de la fracción "nuil" con 
distintas proporciones de lmfocitos B ó T ó 
ambos a la vez no modificó el crecimiento eri 
troide respecto al observado con la fracción 
"nuil" aislada 

De todos nuestros experimentos, cabe sacar como 
más destacadas, las siguientes conclusiones 
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C O N C L U S I O N E S -

12 El cultivo " m vitro" de células mononuclea-
das de sangre periférica en presencia de eri 
tropoyetma genera crecimiento de colonias -
eritroides correspondientes al precursor BFU-E 
("Burst Forming Unit -Erythroid") 

22 Los monocitos inhiben el crecimiento " m vitro" 
en proporción directa a su concentración en el 
cultivo 

3s La inhibición del crecimiento de tales colonias 
eritropoyéticas por parte de los monocitos, no 
requiere del contacto directo de los citados 
monocitos con los precursores BFU-E 

4S El precursor BFU-E de la sangre periférica no 
presenta marcadores correspondientes a los l m -
focitos T ni lmfocitos B 

5S El precursor BFU-E de la sangre periférica está 
contenido en la fracción de los lmfocitos lla-
mados "nuil" 

62 En nuestra experiencia, ni los lmfocitos T ni 
los lmfocitos B ejercen efecto alguno sobre la 
cantidad y/o calidad del crecimiento entroide 
generado por las BFU-E presentes en la sangre pe 
rif énea 
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Los estudios de la hemopoyesis mediante culti 
vos " m vitro" constituyen un interesante cam 
po del que se han deducido ya valiosas aporta 
ciones en el terreno fisiopatológico y del que 
se vislumbran aplicaciones en el terreno de la 
hematología clínica 
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