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Mediante cultivos en medio semisdlido se han
podido identificar dos clases de precursores
diferentes de los globulos rojos de la sangre y
estudiar factores moleculares estimuladores de su
crecimiento y diferenciacion, como la eritropoietina

y la transferrina.

La mayor parte de las células que circulan en
nuestra sangre son eritrocitos, mas conocidos como
globulos rojos. Pero, ;donde y como se originan?
;Como se regeneran después de una hemorragia?
¢Como controla nuestro organismo su abundancia?
Muchos investigadores se han planteado estas
preguntas u otras similares, a través de la
experimentacion, tanto in vivo, utilizando el animal
completo, como in vitro, utilizando cultivos
celulares. Gran parte del esclarecimiento de estas
cuestiones se debe a las técnicas de cultivos en
medios semisélidos que han permitido estudiar la
progenie de precursores celulares individuales.

n el animal adulto, el proceso de

formacidn de los glébulos rojos

se localiza principalmente en la
médula dsea y en el bazo. Cada uno de los
tipos celulares que circulan en la sangre:
glébulos rojos, linfocitos, granulocitos, ma-
crofagos y plaquetas se derivan de una cé-
lula madre comun. Las células madres pri-
mitivas se encuentran en el embrién y
después aparecen en la circulacion sangui-
nea mientras emigran a la médula 6sea y
al bazo. Dos poblaciones de globulos rojos
hacen su aparicion al principio y al final del
desarrollo embrionario, la linea primitiva
y la linea definitiva, respectivamente. La li-
nea primitiva desaparece de la circulacion
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durante la vida embrionaria y parece con-
sistir en multiples divisiones celulares en ca-
dena mientras que la linea definitiva con-
siste en células madres autorregenerativas
que se dividen y diferencian alternativamen-
te dependiendo de las necesidades fisiol-
gicas de células rojas (figura 1). Las lineas
primitiva y definitiva difieren morfolégica
y molecularmente; por ejemplo, en las he-
moglobinas que contienen. Las hemoglo-
binas, localizadas especificamente en los
eritrocitos, son proteinas transportadoras de
oxigeno.

En el proceso de formacion de los glé-
bulos rojos de la sangre, tanto la prolifera-
¢ién o division celular como la diferencia-

ci6n o adquisicién de la capacidad para sin-
tetizar hemoglobina parecen estar regula-
das por factores hormonales producidos
por el animal. Una vez que la célula madre
se ha «decidido» a diferenciarse en glébu-
los rojos, se divide en varias veces para dar
lugar a las células sensibles al regulador
hormonal de su fabricacién. Estas células
preparadas para la diferenciacion se deno-
minan eritroblastos, siendo caracteristicas
morfoldgicas de todos ellos su gran tama-
flo y aspecto ameboide (figura 2). Estas cé-
lulas son activas en sintesis macromolecu-
lar: acido desoxirribonucleico (ADN), acido
ribonucleico de los ribosomas (ARN-r), 4ci-
do ribonucleico mensajero (ARN-m) y pro-
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teinas. Tras recibir la sefial hormonal, el eri-

troblasto se divide y comienza su diferen-
¢ ciacién, caracterizada por una serie de cam-
bios bioquimicos que se manifiestan en
alteraciones morfoldgicas observables al mi-
croscopio Optico mediante coloracién con
benzidina. Progresivamente va disminuyen-
do su caracter ameboide y su tamaifio a la
vez que el nucleo sufre una condensacion.
El citoplasma cambia de coloracién como
consecuencia de la sintesis y consiguiente
acumulacién de hemoglobina, lo que se ma-
nifiesta en un virage de su color de tincion
desde el azul (benzidina-negativo) hasta el
anaranjado (benzidina-positivo), pasando
por el gris. Estos estados se deno-
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Los globulos rojos, vistos en una fotografia obte-
nida con el microscopio electrénico de barrido, tie-
nen como misién transportar el oxigeno desde los
pulmones hacia las células del cuerpo. Un adulto
posee unos cinco millones de globulos rojos por
milimetro clibico de sangre, o sea veinticinco tri-
llones en la totalidad de la sangre. Su conjunto cu-
briria una superficie de unos 2500 m2. Cada se-
gundo se producen y se destruyen de dos a tres
millones: toda la sangre de un individuo se renue-
va en dos o tres meses. El componente principal
de los globulos rojos es la hemoglobina que fija
para ellos el oxigeno. Las moléculas de hemoglo-
bina estdn formadas por cuatro proteinas.

BIOIOGIA

Figura 1. Origen embrionario de las células rojas.
El esquema muestra la hipotesis del origen de la
serie primitiva y de la serie definitiva de las célu-
las rojas segiin los resultados de los trabajos en
embrion del pollo de Vernon Ingram, del Massa-
chusetts Institute of Technology. 1y 2 son mode-
los alternativos. La serie primitiva desaparece de
la circulacién durante el desarrollo embrionario
¥y parece consistir en miltiples divisiones en cade-
na a partir de una célula precursora P. La serie
definitiva hace su aparicion durante el desarrollo
embrionario para constituir el total de las células
rojas de la sangre del adulto, a partir de células
Dprecursoras D autorregenerativas.
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minan eritroblastos policromatofilicos: tem-
prano, medio y tardio. La célula resultante
después de unas 4-5 divisiones celulares es
el llamado reticulocito, que esta empaque-
tado con hemoglobina, contiene ribosomas
y que es inactivo en sintesis de ADN y
ARN, aunque continua sintetizando globi-
na gracias al ARN mensajero estable. Ele-
ritrocito maduro o célula roja completa-
mente hemoglobinizado carece de sintesis
macromolecular y es redondo sin niicleo, en
los mamiferos y oval con nicleo en el resto
de los vertebrados (figura 2).

{Cudles son las sefiales hormonales que
deciden a dividirse y a diferenciarse a los
precursores de los glébulos rojos? Desde el

descubrimiento de la regulacion de la for-
macién de globulos rojos de la sangre o eri-
tropoiesis mediante sefiales hormonales en
1906 por Carnot y Deflandre, se ha hecho
un considerable esfuerzo investigador pgra
esclarecer y entender los mecanismos de esta
regulacidn. Las investigaciones han inclui-
do el disefio de métodos de ensayo para se-
fiales hormonales, el aislamiento de las hor-
monas reguladoras, su caracterizacidon
quimica, el esclarecimiento de su mecanis-
mo regulador in vivo, su posible potencial
clinico y altimamente el analisis de sus efec-
tos utilizando cultivos en medios semisoli-
dos de las células precursoras de los glébu-
los rojos. Este ultimo método ha permiti-
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La purificacion de eritripoietina
es una empresa dificil.

Figura 2. Diferenciacion del eritroblasto. Los glé-
bulos rojos se originan a partir de los eritroblas-
tos, que a su vez se derivan de las células madres
pluripotenciales de la medula 6sea. Las células ma-
dres («stem») dan lugar a las plaquetas, linfocitos,
monocitos, diversas clases de granulocitos y a los
glébulos rojos (A). Los cambios progresivos del
eritroblasto hasta llegar al globulo rojo se esque-
matizan en B. Este proceso de diferenciacion ce-
lular se caracteriza por: aumento del contenido de
hemoglobina, disminucién de la sintesis macromo-
lecular, disminucion del tamario del niicleo (hasta
su expulsion en el caso de mamiferos), pérdida del
cardcter ameboide y pérdida de mitocondrias, en-
tre otros. Los colores que aparecen en la figura
son similares a los que se observan con una tin-
cion doble a base de hematoxilina y benzidina. Los
niveles de otras variables son indicativos.

do ahondar en los mecanismos regulado-
res. La gran mayoria de estos estudios se
han dirigido a la eritropoiesis en mamiferos.

El aumento del numero de glébulos ro-
jos en el conejo normal después de una in-
yeccion de suero sanguineo procedente de
un conejo anémico, fue la primera obser-
vacién que dio origen a la hipdtesis de la
regulacion hormonal de la eritropoiesis (fi-
gura 3). Este resultado fue confirmado en
la mayoria de los vertebrados por gran nu-
mero de investigadores. A partir de estas ex-
perimentaciones, la investigacién continué
lentamente y no fue hasta 1953 en que se
pudo establecer que el suero de animales
anémicos contenia un factor estimulante es-
pecifico para la formacidn de gidbulos ro-
jos y no de otras lineas celulares de la san-
gre, como glébulos blancos, macréfagos,
plaquetas, etc. Este factor se denomino eri-
tropoietina, que por su definicion es la hor-
mona que aumenta el numero de células ro-
jas en circulacidén, encontrandose en
concentracion muy baja en un animal nor-
mal y aumentando unas 100 veces en ane-
mias severas.

Los primeros criterios para la deteccion
de la eritropoietina en suero, plasma, ori-
na o fracciones derivadas de ellos usaban
medidas del aumento en: nimero de glo-
bulos rojos, hematocritos, nimero de reti-
culocitos, concentracion de hemoglobina,
etc. Con la demostracion, hacia 1960, de
que la incorporacion de un isétopo radioac-
tivo del hierro (Fe%9) en las células rojas
circulantes constituye un método mds sim-
ple, sensible y reproducible que cada uno
de los otros criterios, este método ha sido
usado desde entonces para determinar la ac-
tividad de eritropoietina de cualquier mues-
tra biol6gica. El método utiliza ratones cuya
eritropoiesis se ha reducido al minimo me-
diante transfusién de células rojas varios
dias antes de inyectarles la sustancia a en-
sayar, para aumentar de esta forma su sen-
sibilidad.

Hasta ahora todos los intentos de puri-
ficar eritropoietina de mamiferos se han
realizado mediante ensayos in vivo tales
como el descrito. Como fuente de eritro-
poietina se ha utilizado plasma procedente
de ovejas con anemia inducida o bien ori-
na de pacientes con anemias agudas. La pu-
rificacion de eritropoietina es una empre-
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sa ardua y dificil debido a su pequefia con-
centracion en el suero incluso en animales
anémicos, a las dificultades de obtener gran-
des cantidades de material bioldgico y al
poco rendimiento de los procedimientos de
extraccion, este tltimo hecho debido, al me-
nos parcialmente, a la inestabilidad de la
molécula. Eugene Goldwasser y su grupo
en la Universidad de Chicago han dirigido
los practicamente unicos esfuerzos en este
campo durante mas de 30 afios. Hacia 1977
consiguieron aislar 8 mg de eritropoietina
humana purificada a partir de varios miles
de litros de orina de pacientes anémicos. De
sus esfuerzos y de los de otros investigado-
res podemos decir que la eritropoietina, tan-
to la procedente de oveja anémica como la

célula madre

granulocitos

médula

vaso
sanguineo

globulos
rojos

procedente de pacientes anémicos, s una
proteina que contiene entre 20-30% de car-
bohidratos y cuyo peso molecular esta en-
tre 35 000-40 000. Esta hormona demues-
tra la heterogeneidad en métodos de
fraccionamiento que utilizan la carga mo-
lecular. Asi, en isoelectroenfoque, técnica
que separa moléculas segiin el pH en el que
su carga neta se hace 0, la eritropoietina de-
muestra varios picos de actividad entre pH
3,5y 4. Si a la molécula se la separa parte
del componente de carbohidrato, su isoe-
lectroenfoque se produce ahora a pH 5-6,5
y con un grado similar de heterogeneidad.
Las moléculas con isoelectroenfoque mayor
de pH 4 no tienen actividad biolégica in
vivo y s6lo pueden ser detectadas por méto-
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Figura 3. Demostracién del control hormonal de
la eritropoiesis. Se comienza reduciendo el niime-
ro de célula rojas en la sangre (anemia) en un ani-
mal experimental, por ejemplo el conejo. Una ex-
traccion del 20% del total de la sangre suele ser
suficiente para causar una buena anemia. Se prac-
tican dos extracciones separadas por varios dias.
La sangre de la primera extraccion (1) se guarda
como control, la sangre de la segunda extraccion
es sangre anémica (2). El plasma procedente de las
sangres 1 y 2 se inyecta por separado en conejos
normales en una o barias dosis. Al cabo de varios
dias se extrae un poco de sangre de cada uno de
los conejos y se cuenta el niimero de glébulos ro-
Jjos por ml. El niimero de glébulos rojos del cone-
Jo 2 que recibié la inyeccion de plasma de conejo
anémico es mayor que el nismero de globulos ro-
Jos del conejo 1 que recibié el plasma del mismo
conejo cuando estaba en condiciones normales. Por
lo tanto un factor presente en la sangre del ani-
mal anémico es capaz de estimular la formacion
de células rojas en un animal normal. Este factor
se ha denominado eritropoietina.

dos de ensayo in vitro. Estas relaciones en-
tre estructura y funcién necesitan de una
mayor investigacion cuando se disponga de
suficiente eritropoietina pura para hacer ex-
perimentacién vélida.

La eritropoietina es el regulador de la eri-
tropoiesis, ahora bien, ;donde y cémo se
produce esta hormona? En animales expe-
rimentales, la extirpacion del rifién elimi-
na casi completamente la produccién de eri-
tropoietina y cuando ademads se les extirpa
el higado su produccion se elimina comple-
tamente. Este resultado ha sido confirma-
do por varios investigadores, sin embargo
nadie ha sido capaz de extraer eritropoieti-
na ni del rifién ni del higado. La clave pa-
rece estar en el suero sanguineo. Efectiva-
mente, la perfusion del rifién con suero
salino no produce eritropoietina, sin embar-
g0 la perfusion con suero sanguineo si. To-
dos estos resultados indican que factores en
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el rifidn, plasma e higado, si bien este dlti-
mo en menor medida, son necesarios para
la biogénesis de la eritropoietina, dando lu-
gar a numerosos modelos dificiles de com-
probar, pero que se pueden generalizar en
el que se muestra en la figura 4.

La necesidad de aumentar el niimero de
glébulos rojos en circulacion se detecta pri-
meramente en el cerebro, debido a la dis-
minucion de la oxigenacién. El cerebro
transmite esta sefial al rifién, que elabora
un factor capaz de generar eritropoietina
mediante la interaccion con otro factor con-

BIOLOGIA

tenido en el plasma y fabricado en el higa-
do. Como puede verse, €l modelo es muy
general y muchos detalles permanecen ain
oscuros. Se pueden obtener extractos de ri-
fion de animales anémicos tales que cuan-
do se incuban con plasma normal produ-
cen eritrogenina. El factor contenido en
estos extractos ha sido denominado eritro-
genina. Algunos autores opinan que la eri-
trogenina es una enzima que convierte un
sustrato del plasma en eritropoietina, mien-
tras que para otros la eritrogenia se convier-
te eneritropoietina por la accion del factor
plasmdtico. Hasta ahora no hay suficiente
evidencia experimental para decidirse por
uno u otro modelo.

La eritropoietina purificada, de oveja o
de hombre, puede estimular la eritropoie-
sis en ratdn, ratas o conejos, confirmando
la falta de especificidad de la eritropoieti-
na entre los miembros de las especies de ma-
miferos. Los factores controladores de la
produccion de células rojas en aves y otros
vertebrados responden a las anemias indu-
cidas en una forma similar a los mamife-
ros. Ahora bien, la eritropoietina proceden-
te de mamiferos no es capaz de estimular
la produccion de glébulos rojos en las ra-
nas ni en las aves, ni el plasma de aves ané-

Figura 4. Esquema de la biogénesis y actuacién
de la eritropoietina. La seiial para aumentar el nii-
mero de globulqs rojos en la sangre viene dada por
la falta continuada de oxigenacion, probablemen-
te detectada en el cerebro y transmitida al rifion.
El plasma sanguineo lleva un factor (@) fabrica-
do probablemente en el higado que interacciona
con la eritrogenina presente en el rifién poco oxi-
genado (M) para producir eritropoietina (R). La
Jorma concreta en que esta interaccién se produ-
ce no estd clara todavia. La eritropoietina asi ge-
nerada a su paso por la medula 6sea estimula el
crecimiento y diferenciacién de los eritroblastos
¥ como consecuencia se libera un mayor niimero
de células rojas en la sangre.

VOWMEN 9 PAGINA 303




Coédgulos formados por fibrinégeno y trombina puros
permiten el anélisis de la eritropoiesis «in vitro».
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micas estimula la eritropoiesis de mamife-
ros. Existe, pues, una cierta heterogeneidad
en cuanto a la eritropoietina de mamiferos
y otros vertebrados.

Hasta aqui los resultados mas claros que
la experimentacién, utilizando animales
completos, ha-conseguido hasta la fecha.
Aproximadamente en 1970, Arthur Axelrad
y su grupo en la Universidad de Toronto,
en Canada, ponen a punto una técnica efi-
ciente para el andlisis de la eritropoiesis in
vitro. La técnica original utiliza coagulos
formados por plasma bovino y extracto de
embridn bovino que forman una matriz tri-
dimensional que mantiene las células ais-
ladas y fijas, pudiendo asi analizar su pro-
genie individual y los efectos de distintos
factores tanto en el crecimiento: nimero de
colonias y nimero de células en cada colo-
nia, como en la diferenciacion: clase de co-
lonias inducidas. Unos afios mds tarde, el
método desarrollado por el autor en el la-
boratorio de Vernon Ingram, en el Massa-
chusetts Institute of Technology, utiliza coa-
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gulos formados por fibrinégeno y trombi-
na puros. Este ultimo método permite una
formacién del codgulo mds controlada, re-
producible y rapida, el ensayo de sustancias
que evitan la coagulacion del plasma bovi-
no y el evitar poner en el medio de cultivo
mezclas complejas y desconocidas. Un es-
quema de la técnica y algunos de sus deta-
lles pueden apreciarse en la figura 5. Nor-
man Iscove y su grupo en Suiza utilizan
metilcelulosa como medio semisolido para
permitir este andlisis, sin embargo la eficien-
cia y superviviencia de los eritroblastos pa-
rece ser menor en estos medios.

La proliferacion en cultivos de las célu-
las de vertebrados, entre las que se inclu-
yen los precursores de las células rojas de
la sangre, requieren condiciones fisico-
quimicas y nutricionales bien definidas,
ademas de factores moleculares especificos
para cada tipo celular que generalmente se
encuentran en el suero sanguineo, un com-
ponente obligado e indefinido del medio de
cultivo. El control de la proliferacién celu-

lar depende de interacciones complejas en-
tre las condiciones fisicoquimicas nutricio-
nales y dichos factores. Cuando se quiere
estudiar su posible significado fisioldgico,
las células deben de estar en condiciones fi-
sicoquimicas y nutricionales Optimas, de tal
manera que su crecimiento solo se encuen-
tre limitado por la presencia de factores de
crecimiento. Usando condiciones no limi-
tantes y la formacién de colonias o la sin-
tesis de ADN como ensayos para sustancias
estimuladoras de la divisién celular, nume-
rosos factores de crecimiento especificos
para diversas células se han conseguido ex-
traer del suero y purificar numerosos fac-
tores de crecimiento especificos para diver-
sas células. Entre éstos estdn las
somatomedinas, los de células epidérmicas,
de células de ovario, de fibroblastos, de cé-
lulas del mesenquima, de células nerviosas,
de granulocitos, de células establecidas en
lineas de cultivo como HeLa, 3T3, WI-38,
etc. Los factores de crecimiento generalmen-
te son proteinas producidas por tejidos es-
pecificos y vertidas en la circulacién san-
guinea en concentraciones muy bajas. Todas
las células animales, incluidas las eritroci-
ticas, parecen necesitarlos para su creci-
miento y multiplicacién en cultivos ir vi-
tro. Existen muy pocas células capaces de
crecer en su ausencia y las que asi lo hacen
los producen ellas mismas. Las interrelacio-
nes entre ellos pueden llegar a ser muy com-
plejas, por ejemplo varios factores distin-
tos pueden necesitarse para producir una
estimulacién dptima del crecimiento, unos
actuan directamente en la célula, otros ac-
tian como transportadores en el suero,
otros actiian s6lo en presencia de otros, etc.

Una situacién especialmente compleja
ocurre con las células eritrociticas, que son
muy delicadas y sensibles a condiciones fi-
sicoquimicas (variaciones de pH mayores de
=%0,2, ambiente reductor, ausencia de sus-
tancias téxicas), nutricionales (presencia de
bases piricas y pirimidinicas en el medio,
concentraciones de aminodcidos éptimas,
etc.) y por supuesto a factores de crecimien-
to y diferenciacion tanto especificos (eritro-
poietina, tansferrina y otros) como no es-
pecificos (sueros). En condiciones
fisicoquimicas y nutricionales éptimas, Is-
cove y su grupo examinaron criticamente los
requerimientos de las células eritrociticas
del ratén, encontrando que el suero, la al-
bumina, la transferrina y ciertos lipidos ac-
tuaban en la estimulacién de la formacion
de colonias siempre que la eritropoietina es-
tuviera presente en el medio. Seguidamen-
te intentaron sustituir el componente mas
complejo, el suero, y aunque lograron re-
ducir su concentracidén para obtener colo-
nias eritrociticas de 2 dias no lograron su-
primirlo por completo. Ademas, las
colonias eritrociticas de 10 dias requerian
mayores concentraciones tanto de suero
como de eritropoietina. El factor del suero
estimulante de las colonias gigantes de 10
dias ha-sido concentrado por estos autores
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y parece ser una proteina de peso molecu-
lar 35 000. Otras investigaciones han con-
firmado la existencia de un factor similar
originado en los leucocitos sin que hasta
ahora se haya conseguido una mayor carac-
terizacion. Utilizando cultivos eritroides de
ave hemos conseguido eliminar por comple-
to el requerimiento de suero. Las células eri-
trociticas del pollo pueden crecer solamen-
te en presencia de las proteinas albimina
y transferrina. Aunque la presencia de un
factor extraido del suero de unos 15 000 de
peso molecular aumenta el nimero y tama-
fio de las colonias (observaciones per-
sonales).

Puesto que es posible que las actividades
demostradas para la albimina y la transfe-
rrina sean debidas a cantidades pequefias
de otros factores, se han repurificado estos
componentes en un intento de eliminar esta
posibilidad. Tanto Iscove en el ratén como
nosotros en el pollo no hemos podido eli-
minar sus actividades estimulantes median-
te una mayor purificacién, por lo que pa-
rece que su actividad radica en sus
moléculas respectivas. La albimina se en-
cuentra en el suero sanguineo, en el que
constituye hasta el 60% de la proteina to-
tal. La albumina tiene un peso molecular
aproximado de 68 000 y actia como trans-
portador de grasas, es responsable de la pre-
sion osmotica coloidal de la sangre, trans-
portadora de calcio, triptdfano, hormonas
esteroidicas, glutatidn, cisteina, bilirrubina,
etc. Todas estas funciones, unido a la casi
imposibilidad de aislarla totalmente libre,
hacen que su funcién en los cultivos de cé-

*lulas eritroides sea muy dificil de definir. La
transferrina se encuentra también en el sue-
ro sanguineo, en el que constituye un 2%
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Figura 6. Morfologfa de las colonias eritrociticas.
Esta fotografia estd escogida de un cultivo de:2
dias de células procedentes de la médula é6sea de
pollo. La colonia A contiene células basdfilas que
se tifien de azul, mds tarde dardn lugar a células
acidéfilas que se tifien de rojo como las de la co-
lonia B. Las células de la colonia A son inmadu-
ras como lo demuestra el mayor tamaino de su nii-
cleo, su cardcter ameboide y sus propiedades a la
tincién que demuestran no poseer hemo. Las cé-
lulas de la colonia B son mds maduras como lo
demuestra el menor tamano del nicleo, poco ca-
récter ameboide y su tincién roja que demuestra
la presencia de hemo. Al lado de las colonias pue-
de observarse un glébulo rojo maduro aunque de-
colorado. Ambas colonias poseen unas 25 células,
2 de ellas en metafase, estén por lo tanto en su 5.9
divisién celular. Todas las células de cada colonia
estdn en el mismo grado de maduracion. El ni-
mero de colonias que se obtiene varia entre 800,
1500 por 50 600 células de la medula 6sea. Foto-
grafia original a 800 aumentos. Tincién: benzidina-
hematoxilina.

BICLOGIA

de la proteina total. La transferrina tiene
un peso molecular aproximado de 77 000
y contiene carbohidratos y hierro. Alrede-
dor del 15% de la proteina de la clara del
huevo es una transferrina que sélo difiere
de la del suero en su composicidon de car-
bohidratos. Su funcién primordial es el
transporte de hierro: 2 4tomos de hierro por
molécula. La unidn de los 2 4tomos de hie-
rro provoca un cambio conformacional has-
ta tal punto que la hace inaccesible a las en-
zimas degradativas, sin embargo la pérdida
de 1 0 2 atomos de hierro convierte una par-
te o toda la molécula, respectivamente, en
facilmente degradable. Estas propiedades se
han empleado para romper la molécula e
investigar su composiciéon y secuencias,
aunque se sabe muy poco acerca de su po-
sible significado fisioldgico.

Con el empleo de los cultivos en medios
semisolidos se ha podido profundizar en los
pasos de la eritropoiesis y su regulacion tan-
to en el ratén como en el hombre. Utilizan-
do células de médula ésea de raton adulto,
el grupo de Toronto encontrd que en ausen-
cia de eritropoietina habia una division ce-
lular limitada, formdndose agregados de 2-5
células. La adicidén de eritropoietina, sin
embargo, era absolutamente necesaria para
observar colonias eritrociticas, detectadas
por su tincién anaranjada con benzidina,
de hasta 32 células después de 2 dias de cul-
tivo. El nimero de colonias dependia direc-
tamente de la cantidad de eritropoietina adi-
cionada al cultivo, hasta un plateau.
Utilizando concentraciones de eritropoieti-
na 10 veces mas altas pueden observarse co-
lonias y grupos de colonias eritrociticas gi-
gantes, de mas de 1 000 células después de
7 a 10 dias de cultivo. Estas colonias gigan-
tes se han denominado burst, haciendo alu-
sién a su aspecto explosivo, pues efectiva-
mente aparecen en los codgulos como si
hubiera habido varias explosiones de gru-
pos de células. También estos burst son to-
talmente dependientes de la adicion de sue-
ro y eritropoietina de mamifero. Estos
resultados se han confirmado utilizando
cultivos de médula dsea humana.

La mayoria de estos cultivos se habian he-
cho con células, suero y eritropoietina pro-
cedentes de mamiferos. ;Qué pasaria al uti-
lizar un sistema con células de ave pero
suero de mamiferos? Este sistema nos per-
mitiria separar efectos no especificos de los
especificos, si como se deducia de las ex-

Figura 7. Conversién de colonias eritrociticas. En
ausencia de suero de pollo, las colonias que cre-
cian en los cultivos celulares de médula ésea de
pollo, después de 2 dfas de incubacién, eran
benzidina-negativa (color azul). Se dispusieron va-
rios cultivos en ausencia de suero de pollo y a los
2 dias se afiadié el suero y se volvieron a reincu-
bar. A los tiempos indicados en la figura, los cul-
tivos se fijaron y después se tifieron simuitdnea-
mente. El 90% de las colonias benzidina-negativa
se convertian en benzidina-positivas a las 5-8 ho-
ras después de afiadir el suero de pollo al cultivo.
El niimero de células por colonia aumentaba por
igual en los cultivos control en los que las colo-
nias segufan siendo benzidina-negativas.
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El esclarecimiento del origen y formacion de
la eritropoietina: una cuestion pendiente.

Figura 8. Peso mole-
cular de los factores
estimulantes de la he-
moglobina y colonias.
En condiciones de
cultivo A, aparecian
colonias benzidina-ne-
gativas sin suero de
pollo (condiciones de
ensayo del factor es-
timulante de la hemo-
globina). En condi-
ciones de cultivo B
no aparecian colonias
sin suero de pollo.
Las proteinas del
suero de pollo se se-
pararon en varias
Jracciones segiin su
peso molecular por
cromatografia de ex-
clusién, en Sephadex.
Después cada frac-
cién proteica se ensa-
Y6 por separado en
condiciones A y en
condiciones B. En
ambos casos se deter-
miné el niimero de
colonias y el porcen-
taje de ellas que re-
sultaron ser
benzidina-positiva.

La figura nos de-
muestra que el factor
estimulante de la he-
moglobina y el
Jactor estimulante de
las colonias conteni-
dos en el suero de
pollo tienen

el mismo peso
molecular,alrededor
de 80 000.

periencias in vitro, la eritropoietina de ma-
mifero y la de ave no eran intercambiables.
El animal escogido para estos experimen-
tos fue el pollo, dada la facilidad de obte-
nerlo y la cantidad deestudios que se han
hecho de la eritropoiesis de embriones de
este animal. Utilizando cultivos celulares de
medula dsea de pollo recién nacido pudi-
mos demostrar que en presencia solamen-
te de suero de mamifero unas colonias,
morfolégicamente eritroides pero
benzidina-negativas, se desarrollaban en los
cultivos (figura 6A). En presencia de sue-
ro de mamifero y suero de pollo unas co-
lonias eritrociticas segun la tincién con
benzidina (benzidina-positivas) aparecian
en el cultivo (figura 6B) y s6lo un pequefio
nimero de colonias benzidina-negativas
permanecia. La adicion de eritropoietina de
mamifero a estos cultivos no tenia efecto
aparente alguno. Si estos cultivos se incu-
baban durante 7 a 10 dias aparecian colo-
nias gigantes o burst semejantes a los
obtenidos utilizando cultivos de células de
mamiferos. El caracter eritroide de las co-
lonias benzidina-negativas en nuestro sis-
tema quedd claro cuando se pudo
demostrar que estas colonias se podian con-
vertir en benzidina-positivas unas 6-8 ho-
ras después de afiadir al medio de cultivo
suero de pollo (figura 7).

Las colonias benzidina-negativa sinteti-
zaban poca globina mientras que las colo-
nias benzidina-positiva sintetizaban mucha
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mas segun se pudo comprobar utilizando
isotopos radiactivos y separacidon de pro-
teinas por electroforesis. Igualmente, las
colonias benzidina-negativa acumulaban
menos cantidad de RNA-mensajero para la
globina que las benzidina-positiva, segin
se pudo demostrar mediante aislamiento y
traducciodn in vitro de los mensajeros co-
rrespondientes. La identificacién de colo-
nias eritrociticas benzidina-negativas en el
caso de un animal normal no se habia he-
cho con anterioridad aunque se habia en-
contrado en las leucemias de los glébulos
rojos o eritroleucemias. En el ratén ha si-
do posible inducir eritroleucemias mediante
la inyeccion de ciertos virus (Friend-virus).
Cuando las células precursoras de globu-
los rojos se infectan y transforman en es-
tos virus, ya no responden a la
eritropoietina y proliferan indefinidamen-
te en cultivo formando colonias benzidina-
negativas. La adicion al cultivo de induc-
tores organicos no fisioldgias (dimetilsul-
féxido, por ejemplo) provoca la
diferenciacion celular y las colonias proli-
feran unas pocas generaciones para termi-
nar siendo colonias benzidina-positivas. En
este caso la infeccion virica provoca una pa-
rada de los mecanismos de diferenciacion
mientras que la proliferacién sigue su cur-
so. En el caso del pollo la no adicién de sue-
ro especifico de pollo a los cultivos tiene
un efecto analogo: no se produce diferen-
ciacion aunque si proliferacién. Ambos fe-

némenos aparentemente similares sugieren
una iterferencia con los mecanismos regu-
ladores de la diferenciacion en puntos pro-
ximos. Cuando se intentaron cultivos de
células procedentes de médula dsea de po-
Ilo en ausencia de sueros, no fue posible ob-
tener colonias eritrociticas. Ahora bien, la
adicién de suero de pollo a estos cultivos
producia colonias benzidina-positivas. En
resumen, utilizando medios de cultivo en
presencia de sueros de mamifero, habia
proliferacién celular sin diferenciacién. El
uso de este medio permite el ensayo de los
factores de diferenciacion contenidos en el
suero de pollo independientemente de los
factores de crecimiento. Por el contrario,
utilizando medios de cultivo en ausencia de
sueros de mamifero no habia proliferacion
celular; lo que permite el ensayo de los fac-
tores de crecimiento contenidos en el sue-
ro de pollo. Con estos dos medios de cultivo
es posible, por lo tanto, ensayar indepen-
dientemente los hipotéticos factores de cre-
cimiento, por un lado, y de difenciacién,
por otro.

Sélo quedaba separar el suero del pollo
para buscar los factores implicados. Un
ejemplo de los resultados de estos experi-
mentos puede verse en la figura 8. En este
experimento, €l suero de pollo se fraccio-
né por cromatografia de exclusion en di-
versos componentes de acuerdo con su peso
molecular. Por medio de sustancias de pe-
so molecular conocido puede saberse que
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pesos moleculares aproximados correspon-
den a las fracciones excluidas. Utilizando es-
ta técnica el suero de pollo pudo separarse
en 60 fracciones, después de cada fracciéon
se ensayo por actividad estimuladora de he-
moglobina y por actividad estimuladora de
colonias, independientemente. Por el primer
método, el niumero de colonias permanecia
mas 0 menos constante mientra que la esti-
mulacién de hemoglobina sélo aparecia en
unas 10 fracciones correspondientes a un pe-
so molecular aproximado de 80 000. Por el
segundo método, sdlo aparecian colonias en
las mismas 10 fracciones y todas estas colo-
nias eran benzidina-positivas, es decir que
no se podia separar por esta técnica el fac-
tor responsable de la estimulacién de hemo-
globina del de las colonias. Una vez reali-
zadas un gran numero de pruebas llegamos
a la conclusion de que en ambos casos el fac-
tor que estimulaba tanto el crecimiento co-
mo la diferenciacidn de los eritroblastos del
pollo en los cultivos era transferrina del sue-
ro de pollo. Observacion que se confirmé
utilizando transferrina comercial pura ob-
tenida a partir de clara de huevo de gallina.
Las técnicas de cultivo en medios semisoli-
dos han permitido identificar dos clases de
precursores de las células rojas, sensibles a
reguladores proteicos tanto en mamiferos
como en aves. Los precursores de las colo-
nias gigantes de 10 dias tienen varias pro-
piedades que sugieren el que sean precur-
sores de las colonias de 2 dias. Primero, el
precursor de las colonias gigantes tiene una
mayor progenie (1 000 células/colonia) que
el otro precursor (30-60 células/colonia). Se-
gundo, cada colonia gigante se compone de
numerosos grupos de colonias morfolégica-
mente similares a las colonias de 2 dias. Ter-
cero, en la médula 6sea hay 100 veces mds
precursores de colonias de 2 dias que de co-
lonias gigantes. Cuarto, las transfusiones so-
lo reducen el numero de precursores de
colonias de 2 dias. Quinto, se han aislado
algunos mutantes del ratén que aparente-
mente estan afectados en la transmision en-
tre los dos precursores. Esta transicion pa-
rece estar gobernada por factores proteicos
(factor linfocitario y eritropietina). Para que
el precursor de las colonias de 2 dias se di-

Figura 9. Desarrollo de colonisa eritrociticas. Al
empezar el cultivo (dia 0) sélo se observan células
individuales aisladas. A los dos dias se observan co-
lonias eritrociticas (benzidina-positivas) que pueden
tener 30 células por colonia y distribuidas homo-
géneamente en el cultivo. A los 4-6 dias de cultivo
todas las colonias eritrociticas desaparecen y sélo
se observan pequeiios aglomerados de células ame-
boides (benzidina-negativa) de los que escapan al-
gunas células. A los 10 dias se observan colonias
eritrociticas de hasta 1 000 células por colonia y
agrupadas en conjuntos que se han dado en llamar
«burst». De estas observaciones ha nacido la hip6-
tesis de la existencia de 2 clases de precursores: el
Jormador de colonias gigantes (precursor 1) y el for-
mador de colonias pequerias (precursor 2). El pre-
cursor 1 tiene la capacidad de generar precursores
2 mientras que éste tieiic la capacidad de generar
globulos rojos. La capacidad de generacion y las
necesidades de eritropoietina del precursor 1 son
mayores que las del precursor 2.
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vida, la eritropoietina tiene que darle la se-
fial. Atn asi falta otro factor proteico, la
transferrina, para que los eritroblastos no
solo se dividan sino que se diferencien y pro-
duzcan células rojas hemoglobinizadas y por
lo tanto capaces de llevar oxigeno al resto
de los tejidos. De todos estos estudios se ha
ido definiendo un modelo general de eritro-
poiesis (figura 9). Segiin este modelo, en la
médula roja existen células madres capaces
de dar lugar a las diferentes lineas celulares
que se encuentran en la sangre. Después de
«comprometerse» a crecer y diferenciarse en
la linea eritrocitica, debido a procesos de in-
duccion locales atiin no conocidos, las célu-
las madres proliferan unas cuantas genera-
ciones para producir precursores de colonias
gigantes que estimulados a su vez por fac-
tores linfociticos y altas dosis de eritropoie-
tina proliferan para producir precursores de
colonias; éstos, estimulados por bajas do-
sis de eritropoietina, se dividen 5 a 6 veces
para dar lugar a células que se diferencian
en globulos rojos en presencia de transfe-
rrina. Este modelo parece tener aplicacion
para las series eritrociticas en los adultos de
mamiferos desde el ratén al hombre y con
algunas modificaciones en las aves, en donde
no esta aun clara la participacion de la eri-
tropoietina en el proceso regulador. En ma-
miferos y aves la eritropoiesis y su regulacién
estan controladas por factores aparentemen-
te diferentes segiin se desprende de la evi-
dencia experimental, tanto in vivo como en
cultivos. Las técnicas de cultivo de eritro-
blastos en medios semisdlidos ofrecen un
buen sistema para el analisis de la eritropoie-
sis. Tanto en mamiferos como en aves ya
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se han identificado algunas de las molécu-
las de proteina que interaccionan con las cé-
lulas precursoras de los globulos rojos
controlando su crecimiento y diferenciacion,
tales como la eritropoietina y la transferri-
na. En estos temas, una de las cuestiones que
queda por resolver es el esclarecimiento del
origen y formacion de la eritropoietina, la
principal proteina reguladora de la eritro-
poiesis. Utilizando cultivos mixtos de com-
ponentes procedentes de mamiferos y aves se
espera poder profundizar en los problemas
planteados acerca de la formacién de los glé-
bulos rojos. Estos estudios, ademds de con-
tribuir al esclarecimiento de los fendmenos
basicos de diferenciacion celular, ofrecen po-
sibles aplicaciones clinicas en el futuro. @
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