CIENCIAS BASICAS EN HEMATOLOGIA

Células totipotenciales hematopoyéticas y
progenitores del sistema hematopoyético

Héctor Mayani-Viveros™

Origen de las células totipotenciales hemato-
poyéticas

La sangre humana esta compuesta por varios
tipos de células que ejecutan diversas funciones en
elorganismo. Los eritrocitos transportan el oxigeno;
las plaquetas controlan la coagulacion sanguinea;
los linfocitos, monocitos y granulocitos intervienen
en la defensa inmunitaria contra cuerpos extrafios
como bacterias y virus. Todas estas células son
generadas a partir de una misma célula: la célula
totipotencial hematopoyética.'? Esta tltima tiene la
capacidad de autorrenovarse y dar origen a precur-
sores hematopoyéticos, los cuales proliferan y se
diferencian repetidas veces dando lugar a células
maduras con cualidades reducidas de prolifera-
cion. Unicamente los macréfagos, células ceba-
dasy linfocitos conservan la capacidad de dividirse
en la madurez*#® (Figura 1).
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Go= Célula totipotencial en fase Go del ciclo celular; multi= Célula progenitora multipotente; CFU-
meg= Unidad formadora de colonias de megacariocitos; Meg= Megacariocitos; BFU-E= Unidad
formadora de “estallido™ para critrocitos; CFU-E= Unidad formadora de colonias de eritrocitos;
CFU-GM= Unidad formadora de colonias de macréfagos y granulocitos; CFU-G= Unidad
formadora de colonias de granulocitos; PMN= Polimorfonucleares; CFU-M= Unidad formadora de
colonias de macrofagos; MO= Macrofagos.

Figura 1. Diagrama jerarquico de la hematopoyesis mostrando
Unicamente la diferenciacion de la rama mieloide.

Durante el desarrollo del embrién humano, las
primeras células totipotenciales hematopoyéticas
aparecen en el saco vitelino, luego migran al higado
yde ahialaméduladsea poreltorrente circulatorio.
La migracién es una propiedad de estas células y
que esta mediada por factores quimioatractantes
presentes en los sitios de destino. En estado em-
brional las células hematopoyéticas poseedoras
del receptor c-kit siguen un gradiente del Factor de
la Célula Totipotencial (Stem Cell Factor, SCF) o
ligando de Kit de tipo membranal expresado por los
fibroblastos, que actia como centro de atraccion.
Este fendmeno conocido como haptotaxis dirige la
migracion igualmente de las células germinales y
melanocitos.® Se asumia que las células hematopo-
yéticas en estadoadulto, permanecianindiferenciadas
y dentro de la médula dsea, las cuales conforme
adquirian la madurez salian ala circulacion. Inclusive
la expresion del antigeno CD34, otorgaria residencia
permanente dentro del microambiente medular. Pero
recientes observaciones indican que las células
CD34+ estan presentes en la sangre periférica, y que
conservan su capacidad de repoblar y reconstituir la
hematopoyesis’

Actualmente se sabe de la existencia de otras
fuentes de células nematopoyéticas CD34+ como
elhigadofetaly el cordon umbilical, cuya capacidad
de autorrenovacién y formacion de nueva sangre
esta en investigacion. Se considera que la célula
totipotencial hematopoyética proveniente de cual-
quiera de estas fuentes tiene inherente la capaci-
dad de producir dos células con cualidades diferen-
tes, una de estas células contintia su diferencia-
cion ulteriory la otra permanece siendo totipotencial.
La célula totipotencial hematopoyética humana ha

* Laboratorio de Hematopoyesis, Unidad de Investigaciones Oncolégicas, CMN Siglo XXI.
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permanecido por mucho tiempo siendo un miste-
rio: ahora esta por convertirse en una realidad. La
purificacion de la célula totipotencial puede hacer-
se por selecciones positivas de células portando
ciertos antigenos (CD34, Thy-1) combinando con
selecciones negativas para los antigenos de dife-
renciacion (CD38, CD13, etc.). Las células CD34+
primitivas en su conjunto no estan constituidas por
una poblacion homogénea, sino que reagrupan
diferentes subpoblaciones teniendo potenciales de
proliferacién y diferenciacion variables para produ-
cir los progenitores linfo-mieloides.® El ensayo ori-
ginal para detectar células totipotenciales es el
ensayo de formacién de colonias en bazo al dia 12
(CFU-S).° Por muchos afos las CFU-S se consi-
deraron equivalentes a las células totipotenciales.
Pero esto ha sido cuestionado uUltimamente.'® Es-
tos trabajos publicados han demostrado que aun-
que los progenitores reconstituyentes de la
hematopoyesis a largo y corto plazo tienen activi-
dad de CFU-S, la mayoria de los CFU-S de dia 12
es progenitor transitorio."" La célula totipotencial
mas primitiva usualmente tiene una actividad pre-
CFU-S."? Son demasiado primitivas como para
formar colonias al dia 12, pero dan lugar a progeni-
tores que pueden hacerlo.

Las células totipotenciales hematopoyéticas
CD34+ residen en el microambiente medular prin-
cipalmente, donde probablemente se establecen
las interacciones regulatorias esenciales.' Pare-
ce ser que la localizacién de las células
totipotenciales en cercana interaccion con las cé-
lulas estromales de la médula dsea, es critica para
su proliferacion y diferenciacion. Es probable que
varias proteinas de adhesion sean importantes en
el proceso de localizacién de las células
totipotenciales para recibir los mensajes prove-
nientes de las células estromales. El concepto de
la hematopoyesis normal ha evolucionado mucho
en los ultimos afos, porque antes se pensaba que
la accién de los factores humorales era puntual.
Ahora se sabe que existe una multiple interaccién
de elementos que intervienen en el proceso de
formacion de la sangre. Estos elementos regulado-
res son complejos multiples que estan probable-
mente localizados en la superficie de las células
estromales y de las células hematopoyéticas (Fi-
gura 2). Esta interaccién celular da lugar a la
estimulacion paracrina por parte de las células
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estromales hacialos progenitores hematopoyéticos
y ala estimulacion autocrina o autoestimulatoria de
las células hematopoyéticas CD34+.

El cultivo in vitro que mas se acerca al estado
fisiologico es el crecimiento de células totipoten-
ciales sobre células estromales.' El estroma es
una capa de células adherentes que pueden crecer
in vitro a partir de tejidos hematopoyéticos y que
producen factores necesarios para la hemato-
poyesis (Figura 2).

'_ célula totipotencial hematopoyética

célula estromal

T FcH producido por la célula estromal (como el SCF)
@ Inhibidor hematopoyético de la célula totipotencial
<., FCH soluble

r Receptor del FCH (como c-Kit)

T Molécula de adhesién

Figura 2. Esquema mostrando la interaccion celular entre las células
totipotenciales hematopoyéticas y el estroma.

De esta manera se establece una area cubierta
por células en forma adoquinada (cobble-stone
area forming cell, CAFC) la cual es un patron
microscopico detectable que forman las células
totipotenciales sobre las células estromales."
Recientemente se ha comprobado que existe una
alta correlacién entre las células capaces de iniciar
cultivos a largo plazo (long-term culture initiating
cell, LTC-IC) con las células que forman CAFC.'®
Las células totipotenciales pueden ser cultivadas
tanto en medios liquidos como semisdélidos en
ausencia del soporte dado por células estromales.
Varias combinaciones de citocinas han sido utiliza-
das en tales cultivos para mantener y promover la
proliferacion de las células totipotenciales. Pero
desafortunadamente, ninguna combinacién de
citocinas ha sido identificada capaz de promover
una expansion significativa o el mantenimiento a
largo plazo de las células totipotenciales en tales
cultivos. La autorrenovacion y la diferenciacion de
las células totipotenciales no concuerda con lo
encontrado in vivo.®
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La célula totipotencial es una célula en reposo con
un enorme potencial de proliferacion y diferenciacion

Las células totipotenciales son escasas, en
promedio 1 por cada 10,000 entre las células
mononucleares de lamédula 6sea, y a pesar de ser
el origen del sistema celular mas proliferativo, per-
manecen la mayor parte del tiempo sin dividirse.
Este estado quiescente o de latencia protege el
patrimonio genémico de posibles accidentes du-
rante ladivision celular. Laescasezy laquiescencia
han sido dos dificultades importantes en el estudio
de estas células.

Observando el sistema equilibrado a que dan
lugar las células totipotenciales hematopoyéticas,
se podria pensar que estan programadas para la
diferenciacién. Sin embargo, la orientacién de la
célula totipotencial hacia un linaje determinado pa-
rece ser operado al azar, es decir estocastica,
segun la teoria de Till y McCulloch,® teoria bien
detallada por las experiencias de M. Ogawa.'” Los
estudios de M. Ogawa sobre células blasticas
formadoras de colonias, demostraron que la des-
cendencia de éstas células puede dar lugar a
linajes celulares muy diferentes. Por ejemplo, una
célula hija da lugar a macrofagos y granulocitos
mientras que la otra a megacariocitos y eritrocitos.
Inclusive una sola célula, observaron ellos, puede
dar lugar a cinco colonias celulares diferentes.
Parece dificil creer que un sistema tan ordenado
puedaobedeceralasleyesde probabilidad. Morrison
y Weissman,?® han podido predecir el potencial de
autorrenuevo de progenitores multipotentes ba-
sandose en la expresion de marcadores de super-
ficie. Para ellos eso habla de un modelo
deterministico: el autorrenuevo esta determinado
por factores intrinsecos. Estas células son pobla-
ciones que representan un linaje de progenitores
multipotentes constituido por un continuo que va
desde las formas mas primitivas hasta las mas
diferenciadas. Pero si la probabilidad es el origen
de ciertas opciones durante la diferenciacion, la
evidencia de regulaciones internas en los progeni-
tores explicaria la homeostasis existente. B.
Panterne, ha demostrado un retrocontrol en
monocitos maduros sobre sus progenitores.'® Este
retrocontrol se realiza por medio de un factor de
crecimiento, el factor estimulante de la formacion
de colonias de macréfagos (macrophage colony-
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stimulating factor M-CSF o CSF-1) secretado por
los monocitos maduros, que controla negativa-
mente su receptor sobre los precursores
mielomonocitarios. Este retrocontrol disminuye la
produccién de los monocitos en beneficio de los
granulocitos. El grupo de A. W. Burgess sugirio la
existencia de una jerarquia de los diferentes facto-
res estimuladores de colonias (colony-stimulating
factors (CSFs)) e interleucinas en el retrocontrol de
la expresion de receptores en los progenitores.™
Este control puede ejercerse sobre el propio recep-
tordela citocina (down-regulation) o sobre el recep-
tor de otra citocina (down-modulation). Vemos que,
si la teoria estocastica postula un mecanismo
aleatorio de la diferenciacion, existen sin embargo
mecanismos de regulacién que actuan sobre los
progenitores derivados de ésta célula. Sin embar-
go, conviene tomar con cautela las diferentes teo-
rias sobre la diferenciacion de la célula totipotencial.
Lainterpretacion de ciertas experiencias puede ser
modificada ulteriomente a la luz de nuevos resulta-
dos. Es asi como los resultados de algunos expe-
rimentos de D. Metcalf, explicados por el autor en
términos deterministas,? pueden actualmente ser
reinterpretados por mecanismos de retrocontrol
parecidos a los descritos.?’

Inhibidores internos y externos para controlar la
proliferacion de la célula totipotencial

Ante laineficaciade lamayoriadelos moduladores
biologicos para sacar a la célula totipotencial de la
fase de quiescencia Go, se habuscado la posibilidad
de que este estado sea mantenido por inhibidores
extracelulares o por factores de control negativo
intracelular. Se conocia ya la existencia de algunos
inhibidores de la hematopoyesis como el TGF-3
(transforming growth factor- B), el MIP-1a
(macrophage inflamatory protein-la), el factor de
necrosis tumoral (TNF), el interferén gama (INFy)*
e igualmente a los genes supresores de tumores.
Desarrollando oligonucleétidos antisentido para los
inhibidores y paralos genes supresores de tumores,
es posible estudiar la funcién de ciertos genes que
mantienen a la célula totipotencial en estado de
quiescencia. Esta estrategia permite controlar la
salida de la fase Go de células CD34+ CD38 perte-
necientes al compartimiento de la célula totipotencial
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y permitirles dividirse in vitro.% En efecto, bloquean-
do la expresion de inhibidores como el TGF-3 o el
producto de genes supresores de tumores como el
gen Rb (retinoblastoma), se ha logrado activar pro-
genitores mas indiferenciados que aquellos cultiva-
dos con la mas 6ptima combinacion de citocinas.
Con ayuda de cultivos de células aisladas prove-
nientes del compartimiento de la célula totipotencial,
se ha logrado demostrar que en presencia de
oligonucleétidos antisentido de TGF-3 se bloqueala
produccion autdcrina de este inhibidor. La célula
totipotencial contiene entonces la maquinaria nece-
saria para mantenerse en estado de quiescencia.?*
La estrategia de oligonucledétidos antisentido para
los inhibidores o genes supresores, ha permitido
igualmente evaluar el potencial hematopoyético de
células primitivas con diferentes grados de diferen-
ciacion.

L. Terstappen y colaboradores postularon, que
el compartimiento de la célula totipotencial esta
incluido en la subpoblacién CD34+ CD38 y que la
poblacion de células CD34+ CD38 HLD DR- de la
médula ésea fetal contiene una célula totipotencial
capaz de diferenciarse no solamente hacia los
linajes linfo-mieloides sino que también hacia célu-
las estromales (24). 3. Hatzfeld, ha demostrado
que las células CD34+ CD38 y no las células
CD34+ CD38+ son activadas por el oligonucleoétido
antisentido de TGF-f3,2 y que el compartimiento de
la célula totipotencial es capaz de producir este
inhibidor de la proliferacién en lugar de las células
estromales.

Movilizacién, mantenimiento y proliferacién de las
células totipotenciales hematopoyéticas

El sistema jerarquico de la hematopoyesis es
congruente con la accion de factores de crecimien-
toendiferentes puntos atodololargo de lacascada
de diferenciacion. Un dogma previo sostenia que
tanto el G-CSF (granulocyte colony-stimulating fac-
tor), el M-CSF (macrophage colony-stimulating fac-
tor) y la eritropoyetina eran selectivamente activos
sobre granulocitos, macréfagos y eritrocitos res-
pectivamente, mientras que el GM-CSF (granulo-
cyte-macrophage colony-stimulating factor),
interleucina-1 (IL-1), IL-3, e IL-6 actuaban sobre
células totipotenciales multipotentes. Aunque esta
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aseveracion puede ser cierta, recientes datos de-
muestran que muchos factores de crecimiento
actuan en varios puntos durante la diferenciacion.

La utilizacion de citocinas en el ser humano
como G-CSF, GM-CSF vy el factor de la célula
totipotencial (Stem Cell Factor; SCF) o factor Steel
(Steel factor, SF) induce la movilizacién de células
CD34+ de médula 6seahaciala sangre periférica.?
Ellas pueden ser recobradas por nuevas técnicas
de enriquecimiento para dicha poblacion y mante-
nidas in vitro, en presencia de cocteles de citocinas.
Por otra parte, a diferencia de lo que ocurre in vivo,
las células CD34+ cultivadas in vitro en presencia
de GM-CSF tienden a diferenciarse. Surge la pre-
gunta, 4 es posible mantener las células CD34+ en
proliferacion in vitro sin diferenciarse? Recientes
observaciones®?’ indican que el SCF inhibe la
apoptosis o muerte celular programada de las
células hematopoyéticas y que puede mantener
vivas las células CD34+ sin inducir diferenciacion
y expandirias con la coestimulacién de interleucina-
1B (IL-1B), ILd-3, IL-6 y eritropoyetina (EpO).%* Para
la realizacién de estudios en trasplantacion, la
utilizacion del SCF podria ser vital en el manteni-
miento de estas células ex vivo en un estado no
diferenciado.??” En la actualidad es cada vez mas
usado el trasplante de sangre periférica con células
totipotenciales movilizadas, en comparacién con el
transplante de médula 6sea, dado sus mas bajos
costos y su mas facil manejo. Por otra parte, es
sabido que la sangre periférica contiene per se
progenitores CD34+ CD33+ circulantes diferentes
a las células pluripotenciales CD34+ CD33 de
médula désea, observandose una diferenciacion
inicial. La utilizacién de citocinas para movilizar
progenitores hematopoyéticos mas primitivos a la
sangre periférica garantiza que se encuentren en
mayor proporcion.

En relacion a la capacidad de ciertas citocinas
de influir en el estado de diferenciacion de las
células totipotenciales hematopoyéticas, se cree
que la expresion coordinada de genes linaje espe-
cifico en las células hematopoyéticas en prolifera-
cion esta mediado en parte por la activacion o
supresion de factores de transcripcion. El
transactivador GATA-1 es un ejemplo de ellos que
se encuentra restringido a los linajes eritroide,
megacariocitico y de células cebadas.?® Es posible
que in vitro el SCF no active los factores de trans-

Gac Méd Méx Vol. 136 Suplemento No. 2, 2000




cripcion necesarios para la diferenciacion de célu-
las CD34+ y en cambio el GM-CSF induzca la
activacion de estos factores.

El cordén umbilical: alternativa en el trasplante
sanguineo

Conmasfrecuenciala sangre de cordon umbilical
es mas utilizada para ser trasplantada en nifios. Sin
embargo, es importante conocer también las con-
diciones de trasplante de sangre de cordén umbilical
a un adulto. Se han hecho estudios comparativos?
entre el potencial hematopoyético de la sangre de
cordon umbilical y el potencial de médula 6sea. En
esos estudios las células purificadas CD34+ CD38
de sangre de cordén y de la médula ésea, prolifera-
ron en medio liquido a largo plazo bloqueando la
produccion autécrina de TGF-B para permitir un
maximo desarrollo del compartimiento de la célula
totipotencial. Este desarrollo fue evaluado cada
semana tomando una aliquota del cultivo y sem-
brandola en cultivos semisélidos secundarios con
el fin de determinar la produccion de los diferentes
progenitores. Luego de siete semanas de cultivoen
liquido, la produccion total de diferentes tipos de
progenitores (BFU-E: burst forming unit erythroid;
CFU-GM: colony forming unit-granulo-monocytes)
enlasangre de cordon se revelo significativamente
superior comparada con la de médula ésea.?

Debido al grado de eficiencia en la reconstitu-
cion de la hematopoyesis, su bajo grado de recha-
zo contra injerto y su superior potencial comparado
con el de médula 6sea hacen del cordon umbilical
unabuena alternativa en el trasplante sanguineoen
malignidades hematoldgicas y no hematoldgicas.

Perspectivas y conclusiones

Los resultados antes expuestos aportan una
prueba suplementaria: el compartimiento de la
célula totipotencial esta constituido por células
heterogéneas teniendo potenciales hemato-
poyéticos diferentes. Sin duda alguna en el futuro
sera necesario definir las subpoblaciones de cé-
lulas totipotenciales, como se han definido las
subpoblaciones de las células T o de macrofagos.
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Actualmente, uno de los objetivos es obtener
células totipotenciales que permitan crear facil-
mente almacenes de ellas. La sangre proveniente
de corddn umbilical se ha revelado como una
buena alternativa para la creacion de estos bancos
de células totipotenciales. Las ventajas de la san-
gre de corddn umbilical es su disponibilidad en
México y su mas facil obtencién a diferencia de la
médula ésea. Pero aun quedan problemas por
resolver: (a) ¢, sera necesario congelar bolsas de
sangre de corddén o podremos hacer bancos de
células totipotenciales CD34+ y que puedan ser
congeladas en viales de 1.5 ml?; (b) ¢ sera necesa-
rio transplantar las células totipotenciales purifica-
das con ciertas subpoblaciones celulares que fa-
vorezcan la destruccién de células malignas (fené-
meno de graft versus leukemia o GVL) sin provocar
el fendmeno de rechazo contra injerto graft versus
hosto GVH)?; (c) ¢ se podra activar solamente una
parte de las células totipotenciales o asociarlas a
progenitores mas maduros para acelerar el éxito
del trasplante? ¢ Cual sera el papel de las citocinas
en éste caso?; (d)ademas dentro de las finalidades
de muchos proyectos de investigacion, la célula
totipotencial es una candidata de opcion para la
terapia génica de las enfermedades genéticas, el
cancery el SIDA; en estos casos ¢,se podran sacar
de la fase Go las células totipotenciales purifica-
das, activarias para practicar la transferencia del
gen, ydespuésregresarlas alafase de quiescencia
para impedir que se diferencien?

En la ultima década, se comenzd a estudiar la
posibilidad de purificar la célula totipotencial para
utilizarla con fines clinicos, comprendida la terapia
génica, y el proyecto parecia utépico para muchos.
Ahora, esos proyectos se han convertido en una
realidad en numerosos centros de trasplantacion.
Es probable que, en los préximos anos, la realidad
rebase a los viejos mitos subyacentes de la célula
totipotencial.
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