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RESUMEN

Las células sanguineas (gldbulos rojos, glébulos blancos vy plaguetas)
se forman en la médula 6sea a partir de células pluripotentes, a tra-
vés de un proceso finamente regulado. Una caracteristica distintiva
del sistema hematopoyético es que las células maduras poseen una
vida media corta, de modo que la hematopoyesis es necesariamente
un proceso continuo durante la vida. En mamiferos, el sistema he-
matopoyetico comprende una jerarquia de células en donde la célu-
la troncal hematopoyética o “stem cell”, es la base. En este contexto,
la leucopoyesis se refiere al proceso de generacion de leucocitos a
partir de las células madres hematopoyéticas pluripotentes de la
meédula 0sea. En este capitulo se revisan los aspectos mas importan-
tes de la granulopoyesis vy linfopoyesis.

1. INTRODUCCION

Las células sanguineas (globulos rojos, glébulos blancos y plaguetas) se originan
en la médula 6sea mediante un complejo proceso de diferenciacion y madura-
cion celular. En este proceso denominado hematopoyesis participan varios fac-
tores de maduracion. También es fundamental la participacion de las moléculas
de adhesion celular, presentes en Ias células hematopoyeéticas, en las células del
estroma y en la matriz extracelular. Este capitulo describira los aspectos fisiolo-
gicos fundamentales de la leucopoyesis.

2. GRANULOMONOPOYESIS

La granulomonopoyesis es el proceso por el cual se forman, diferencian y madu-
ran los granulocitos (eosinofilos, basofilos v neutrofilos) v 1as células del sistema
fagocitico mononuclear (monocitos y macrofagos).

Tanto los granulocitos como los monocitos y macrofagos, derivan de células
llamadas Unidad Formadora de Colonias de Granulocitos-Macrofagos (GM-CFU).

Los granulocitos siguen un patron similar en su desarrollo en la médula osea vy
en su liberacion a la circulacion.

2.1. Estadios madurativos

Durante el proceso de maduracion y diferenciacion de los granulocitos se obser-
van las siguientes caracteristicas citologicas: (i) reduccion del tamafo celular, (ii)
adquisicion de granulacion especifica v (iii) segmentacion nuclear.

En la médula 6sea el compartimiento mitotico esta formado por células que

tienen la capacidad de division, compuesto por mieloblastos, promielocitos vy
mielocitos. El compartimiento de maduracion comprende metamielocitos, ba-
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ciliformes y segmentados, siendo esta la célula mas madura correspondiente a
eosinofilos, neutrofilos o basofilos (Figura 3-1).
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Figura 3-1. Estadios madurativos de la granulomonopoyesis.

Los monocitos y macrofagos derivan de la maduracion de las CFU a monoblas-
tos, promonocitos y monocitos, 1os cuales son liberados a circulacion donde per-
manecen alrededor de 12 horas, para luego migrar a los tejidos, donde reciben
el nombre de macrofagos.

2.2. Factores de maduracion

Las CFU tienen la capacidad de formar y desarrollar colonias in vitro en medios
de cultivos semisolidos, para lo cual requieren la presencia de moléculas regula-
torias especificas, entre las que destacan citoquinas que actlan sobre distintas
células, dependiendo de la presencia de receptores en la superficie celular.

Las principales acciones de estas citoquinas son: (a) mejorar la sobrevida y pro-
liferacion celular, (b) inducir la diferenciacion celular y (c) activar las células ma-
duras. El proceso de proliferacion seria estimulado por la participacion de estos
factores en el paso de GO a G | en el ciclo celular. En cultivos celulares, en los
cuales se suprime la adicion exdgena de estos factores y se bloguea la sintesis
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enddgena de estos, se acelera el proceso de apoptosis, v seria de esta manera
como influyen en la sobrevida celular.

Entre los CSF involucrados en la granulomonopoyesis se encuentran:

Factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). Es
secretado por linfocitos T, macrofagos, células endoteliales, fibroblastos v una
variedad de células neoplasicas. Es un factor estimulador de colonias multilinaje,
que promueve el crecimiento de células progenitoras pertenecientes a los lina-
jes de neutrofilos, basofilos, eosinofilos y monocitos.

Factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF). Es secretado por cé-
lulas endoteliales, fibroblastos, macrofagos, y células neoplasicas. Es un estimu-
lador primario de la proliferacion y diferenciacion de las CFU comprometidas en
el linaje de neutrofilos. Ademas, es un potente activador de neutrofilos maduros,
favoreciendo la fagocitosis y quimiotaxis.

Factor estimulador de colonias de monocitos-macréfagos (M-CSF). Es un fac-
tor de linaje especifico para células progenitoras y células maduras pertenecien-
tes al linaje monocitos-macrofagos. Tiene efectos sobre la funcion de monocitos
maduros. Mejora la actividad antitumoral de los monocitos. Existe una forma
soluble y una forma bioldgicamente activa unida a la membrana.

IL-3. Es producida por linfocitos T activados, pero también por mastocitos. Esti-
mula el crecimiento y diferenciacion de multiples linajes, incluyendo granulocitos,
macrofagos, megacariocitos, eritrocitos y mastocitos. Promueve el crecimiento
de células relativamente primitivas. También potencia la actividad funcional de
eosinofilos, basofilos y monocitos.

“Stem cell factor". Es una citoquina altamente pleiotréopica con multiples ac-
tividades sobre células mieloides vy linfoides; también sobre células no hema-
topoyéticas. Se expresa en una variedad de organos (higado, pulmon, rifidn)
y especialmente en cerebelo. Sobre las células hematopoyéticas, preferencial-
mente promueve el crecimiento de progenitores celulares relativamente pri-
mitivos. Este factor es producido en una forma unida a la membrana y en una
forma soluble. Como factor soluble, tiene actividad limitada sobre la formacion
de colonias mieloides.

"FIt-3 ligand". La identificacion de este factor deriva del reconocimiento de su
receptor FIt-3 en humanos. El FIt-3 se expresa en monocitos, pero no en gra-
nulocitos. Como factor aislado tiene un modesto efecto proliferativo. El papel
FIt-3 es ser un factor sinérgico para las células hematopoyéticas progenitoras
primitivas.

Los factores de crecimiento, en forma individual, actian sobre multiples lina-

jes hematopoyéticos y cada linaje puede ser regulado por varios factores. Otra
propiedad de muchos factores de crecimiento, es su interaccion sinérgica. Por
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ejemplo, la maxima produccion de eosinofilos in vitro, requiere la presencia
combinada de IL-3 y GM-CSF e IL-5.

3. LINFOPOYESIS
3.1. Células B

Las células By células T presentan un proceso de diferenciacion y maduracion
diferente, en el caso de los LB estos maduran en la médula ¢sea y en el caso de
los LT el proceso ocurre en el Timo, ambos llamados 6rganos linfoides primarios.
El proceso de maduracion de los linfocitos B involucra dos etapas, una antige-
no-independiente, que ocurre en la médula 6sea y otra antigeno-dependiente
que ocurre, fundamentalmente, en los 6rganos linfoides secundarios (ganglios
linfaticos, bazo y otros tejidos linfoides), lugar en el cual los linfocitos B especi-
ficos para un determinado antigeno, toman contacto con este. En este capitulo
nos referiremos a la primera etapa.

Se ha identificado una célula progenitora (linfoide) capaz de diferenciarse espe-
cificamente hacia el linaje de las células linfoides (células B, T y NK). Esta célula
progenitora linfoide corresponderia al estado mas temprano de diferenciacion
linfocitaria, que se caracteriza por una alta actividad mitotica. Se requiere en
esta etapa de alta proliferacion. Posteriormente, y debido a la activacion de un
programa genético especifico las células progenitoras linfoides son conducidas
hacia la diferenciacion del linaje B. La clasificacion de los siguientes estados de
diferenciacion de las células B esta definido, principalmente, por el rearreglo de
los genes de cadena liviana y pesada de las inmunoglobulinas y por la ausencia
0 presencia de marcadores de superficie celular.

Estadio pro-B. No producen inmunoglobulinas y se distinguen por la expresion
de los marcadores CD19, CD43 y B220.

Estadio pre-B. Ocurre la recombinacion de los genes V-D-J de las cadenas pe-
sadas de las inmunoglobulinas v la sintesis y expresion citoplasmatica de la ca-
dena pesada p. Estas células no expresan inmunoglobulinas en su membrana,
ya gue aun no sintetizan la cadena liviana (L), y por lo tanto son incapaces de
reconocer o responder a antigeno. Posteriormente, algunas de las cadenas H se
asocian a una "cadena L de reemplazo"’, molécula estructuralmente similar a la
cadena L normal pero que no posee la region variable de esta. La combinacion
de la cadena H con la cadena L de reemplazo constituyen el receptor de células
pre-B (pre-BCR), el que regularia la sintesis ulterior de las cadenas L y la consi-
guiente maduracion de los linfocitos B.

Linfocitos B inmaduros. Ocurre la recombinacion de los genes VJ de las ca-
denas livianas y por tanto la sintesis de las cadenas livianas (k 6 A) las cuales
se asocian con la cadena pesada p para generar una molécula de IgM en el
citoplasma. Estos linfocitos B no pueden generar nuevas regiones variables (de
cadenas L o H) en la médula 6sea vy se les considera funcionalmente inmaduros.
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De hecho, su encuentro con antigenos propios puede llevarlos a un estado anér-
gico (inactivacion funcional) o de muerte celular mas que a una activacion. Sin
embargo, esta es una importante etapa de seleccion negativa de linfocitos B au-
torreactivos que eventualmente podrian ocasionar enfermedades autoinmunes.

Linfocitos B maduros. Los linfocitos B son capaces de co-expresar moléculas de
IgM y de IgD en la membrana celular, las cuales pueden actuar como receptores
especificos para antigeno. En esta etapa los linfocitos adquieren competencia
funcional (Figura 3-2). Ademas de la regulacion génica mediada por diversos
factores de transcripcion y de |IL-7, se conoce gue proteinas tirosina quinasa de
la familia Src vy ciertos procesos adhesivos entre los linfocitos B en desarrollo y
los elementos del estroma de la médula ¢sea actuan como factores inductores
de la diferenciacion de células B.
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Figura 3-2. Etapas en la maduracion de los linfocitos B.
Los linfocitos B virgen que expresan en su membrana receptores especificos

para un determinado antigeno, salen de la médula 6sea y entran en la circula-
cion periférica. A partir del estado de células B inmaduras los linfocitos experi-
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mentarian una disminucion en su respuesta a la guimioqguina CXCL12 lo que les
permitiria escapar a la accion reclutadora de este factor y abandonar la médula
osea. En la periferia, los linfocitos B virgenes migran a los 6rganos linfoides se-
cundarios donde completaran su proceso de diferenciacion.

3.2. Células T

Los linfocitos T se originan en la médula ¢sea a partir de un precursor capaz de
migrar al timo, el principal érgano donde se lleva a cabo la diferenciacion de los
linfocitos T. Este proceso de maduracion de los linfocitos T en el timo (denomi-
nados timocitos en oposicion a los linfocitos T maduros gue se encuentran en
circulacion), v la generacion del repertorio de receptores de LT puede dividirse
en tres etapas: (a) la migracion de los progenitores de la médula 6sea al timo,
(b) la diferenciacion de estas células progenitoras y (¢) un proceso de seleccion.

Migracion de los precursores de linfocitos T

Se postula, que los precursores de células T originados en la médula 6sea expre-
sarian en su superficie receptores de adhesion que se ligarian selectivamente
al endotelio timico permitiendo su entrada al interior del 6rgano. Uno de estos
receptores podria ser la molécula CD34 la gque interactuaria con la molécula
L-Selectina presente en el estroma del Timo.

Una vez en el timo los precursores de los linfocitos T mantienen una alta capa-
cidad proliferativa.

Diferenciacién. Los precursores T ingresan al Timo ubicandose en la zona cor-
tical de este. A medida gue los timocitos migran hacia zonas mas internas de
la corteza estos van avanzando en su proceso de diferenciacion. En estados
finales de maduracion los linfocitos T pasan desde la corteza hacia la médula
y finalmente salen del timo a la periferia a través de las vias linfaticas o venas.
El ambiente timico representado por las interacciones fisicas que se establecen
entre los timocitos vy los diferentes tipos celulares que alli se encuentran (células
epiteliales, dendriticas y macrofagos) v los factores solubles que son liberados al
medio externo son claves en 10s procesos de maduracion y seleccion. El patron
diferencial de expresion de ciertas quimioquinas y de sus receptores, en particu-
lar CXCL12, CCL17, CCL19, CCL21, CCL22 y CCL25, estaria relacionado con la mi-
gracion de los timocitos a través de los diferentes subcompartimentos timicos.
Entre las diferentes citoquinas que las células estromales timicas secretan, se ha
identificado a IL-7 como un modulador directo de la sobrevida, diferenciacion,
transcripcion y rearreglo génico del receptor de células (TCR). Ademas, la dife-
renciacion de linfocitos T esta sometida a un estricto control de expresion gé-
nica mediada por factores transcripcionales tales como GATA-3, E12, E47, HEB,
NF-kB, lkaros y Notch.

En base a la expresion de CD4 y/o CDS8, la poblacion de linfocitos T en un indivi-
duo adulto puede ser dividida en cuatro grupos: los linfocitos T dobles negativos
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(CD4- CD8-), los dobles positivos (CD4+ CD8+) que representan poblaciones
mas 0 menos inmaduras de linfocitos T y los simples positivos (CD4+ CD8-, LT
"helper" y CD4- CD8+, LT citotoxicos) que corresponden a las poblaciones mas
maduras de linfocitos T.

Seleccion timica. En el timo ocurren dos importantes eventos de seleccion que
son centrales en la generacion del repertorio de linfocitos T maduros circulan-
tes. Uno de estos procesos permite la generacion de autotolerancia eliminando
o silenciando aqguellos linfocitos T que poseen una alta afinidad por antigenos
propios (Seleccion negativa). El otro proceso de seleccion deriva en la genera-
cion de linfocitos T maduros con un TCR capaz de reconocer el MHC (Complejo
Principal de Histocompatibilidad) propio asegurando que la respuesta inmune
sea restringida por MHC (Seleccion positiva). Estos eventos de seleccion, que
llevan a la produccion de linfocitos T "efectivos" ocurren en el timo luego de la
expresion del TCR, CD4 y CD8 y antes que estas células salgan a la periferia.

3.3. Células ILC

Las células ILC o células linfoides de la inmunidad innata (ILC: innate lymphoid
cells), son morfoldgicamente similares a linfocitos B vy linfocitos T y se desarro-
llan en la médula 6sea, a partir de un progenitor linfoide comun. Sin embargo, su
desarrollo es independiente de la maquinaria de recombinacion génicay, por lo
tanto carece de un receptor capaz de reconocer epitopos antigénicos.
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Figura 3-3. Etapas en la diferenciacion de células ILC
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