
Investigación Básica 

Los cultivos en medios líquidos como una 
herramienta para la evaluación rápida de la 
prolif eració.n de precurs~res hematopoyét.i­
cos provenientes de pacientes con anemia 
a plástica. 

Resumen 

Con la finalidad de evaluar la prol(f'eración 
de células de médula ósea humana en medios 
líquidos in vitro y su posible aplicación en 
anemia aplástica, se cultivaron tanto médulas 
provenientes de donadores normales, así 
como de pacientes con esta enfermedad. 
Nuestros resultados mostraron que se puede 
utilizar como activador de la prol(feración 
celular a un medio condicionado por 
leucocitos de sangre per(f'érica, estimulados 
con productos bacterianos, asimismo existe 
un aumento de la respuesta al inductor en 

,presencia de plasma humano. A I comparar el 
tiempo necesario para la evaluación 
sign(ficativa de proliferación celular se 
encontró que, en medios líquidos, éste era 
mucho menor al normalmente utilizado en 
cultivos con medios semisólidos. 

Por último al cultivar médulas de pacientes 
con anemia aplástica se encontraron 3 
d(f'erentes casos. En el primero, la respuesta 
fue muy similar a la de médula normal; en el 
segundo, no hubo activación a la 
prol(feración celular, y en el tercero, la 
respuesta a la inducción se recuperaba al 
depletar la médula de linfocitos T. 
Finalmente, se discute la posible aplicación y 
mejora de este ensayo de cultivo de médula 
ósea in vitro en medios líquidos, para anemia 
aplástica y otros padecimietJtos 
hematológicos. 
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Introducción 

Los cultivos in vitrode médula ósea han sido 
muy útiles para el estudio de la diferenciación 
de precursores sanguíneos, u así como para 
la identificación de las propiedades tanto 
funcionales, 4 bioquím1cas,s como 
inmunológicas de las diferentes líneas 
celulares6- 7. El factor inductor a la 
diferenciación de macrófagos y granulocitos 
(MGI), o formador de colonias (CSF), fue 
identificado como el principal regulador de la 
proliferación y diferenciación de estas 
células. uo Este factor es producido por 
diferentes células, tanto sanguíneas como de 
tejido conectivo y conjuntivo.11 Los 
leucocitos fabrican MG1,12_14 y dicha 
producción es fuertemente aumentada en 
presencia de productos bacterianos tales 
como los lipopolisacáridos.1s_16 De igual 
forma se han detectado altos niveles de MGI 
en suero tanto de animales como de 
humanos. 17-18 

Se ha utilizado una técnica de formación de 
colonias en agar para la evaluación del 
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número de precursores hematopoiéticos 
inducidos por el MGI, asimismo se ha 
evaluado la proliferación celular en medios 
líquidos inducida por este mismo factor. 19 La 
técnica en medios líquidos da una mejor 
evaluación de la proliferación celular (ya que 
el agar restringe la división celular), mientras 
que por otro lado tiene la desventaja de 
impedir la determinación del número de 
células formadoras de colonias. 

El cultivo de médula ósea proveniente de 

pacientes con anemia a plástica se ha utilizado 
para determinar la posible falla medular.20 
Esta enfermedad consiste en una 
hipoproliferación de todas las líneas celulares 
mieloides.21 Se han publicado casos en los 
cuales una intervención inmunológica ha 
restaurado la función medular, lo cual ha 
dado lugar al estudio de la posible función 
inhibidora de los linfocitos T.22 Para ello, se 
realizan cultivos en agar tanto en ausencia 
como en presencia de estos linfocitos, 
encontrándose en algunos casos, una buena 
correlación entre el incremento de la 
formación de colonias en ausencia de 
linfocitos T y la respuesta del paciente a 
tratamiento inmunodepresivo.23 
Tomando en consideración que es necesario 

determinar el .tipo de tratamiento que se apli­
cará a estos pacientes lo antes posible y que la 
técnica establecida en la actualidad requiere 
de más de 1 O días para su evaluación, en este 
trabajo se utilizó la propiedad de 
proliferación facilitada en medios líquidos 
para establecer una técnica in vitro que 
proporcione resultados más rápidamente. 

Material y Métodos 

Condiciones de Cultivo Celular. Todas las 
cé lulas fueron cultivadas durante 120 horas a 
37ºC, con un grado de humedad a punto de 
rocío y con 1 O por ciento de C02 en la 
atmósfera. Se utilizaron cajas de cultivo de 60 
X 15 mm, conteniendo 5 mi de medio cultivo, 
el cual se compone de 1 mi de suero de caballo 
(SC) (Gibco Laboratories, U.S.A.) 
previamente desactivado durante 60 min a 

56ºC y con 4 mi de medio esencial de Eagle 
(ME) (Microlab, México). 
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Técnica de Rosetado E, y Eliminación de 
Linfocitos T de la Médula Osea. Se 
obtuvieron eritrocitos de carnero (EC) en 

medio de Alsevers al 50 por ciento y se 
dejaron reposar durante 7 días a 4ºC; para 
activar los EC, se les lavó 3 veces por 
centrifugación a "800 g durante 3 min con 
solución amortiguadora de fosfatos (SA F), se 

incubaron a 37°C durante 30 min con 1 ug/ mi 
de neuraminidasa (Sigma Chemical, U.S.A.), 
por último se procedió a lavar con SAF otras 
3 veces resuspendiendo en el mismo volumen. 
A las células blancas a ser ensayadas se les 
agregó 0. 1 mi de estos EC activados, se 
centrifugaron a 800 g durante 5 min y se 
incubó el botón tanto a 37ºC durante 30 min 
como a 4°C durante 15 min. Posteriormente, 
se resuspendió el botón lentamente con una 
pipeta Pasteur, se colocó toda la muestra en 
un gradiente de Ficoll-Hypaque, (Sigma 
Chemical, U.S.A.) con densidad de 1.07 g/ ml 
y después de una centrifugación a 500 g 
durante 30 min, se recuperaron únicamente 

las células en la interfase desprovistas de 
rosetas. 

Medios Activadores. Para activar a la 
proliferación celular se utilizó tanto 0.2 mi 
(por cultivo) de plasma humano fresco de 
donadores normales, como 1 mi del medio 
condicionado por leucocitos de sangre 
periférica en presencia de lipopolisacáridos 
(MCL-LPS). Para la preparación del MCL­
LPS, se separaron leucocitos mononucleados 
por medio de un gradiente de F icoll­
Hypaque, conteniendo 10 mi de sangre 
periférica extraída con 100 U/ mi de heparina 
(Riker, S.A. de C.V. México) y después de 
una centrifugación a 500 g durante 30 min se 
obtuvieron en forma separada el plasma 
humano fresco y la banda de células de la 
interfase. Estas células se lavan 3 veces con 
SAF, e incubadas a 37ºC a una densidad de 1 
X 106 células por mi de ME, conteniendo 1 O 
ug/ ml de LPS deSalmonella thyphosa (Sig­
ma Chemical, U.S.A.) durante 48 horas. Por 
último, se centrifugaron las células, se eliminó 
el botón y se guardo el sobrenadante a-20ºC 
hasta su uso. 
Cultivo de médula ósea. La médula de 



pacientes con anemia aplástica se extrajo 

mediante aspersión en la cresta iliáca y la 

médula ósea control, a partir del esternón de 
donadores voluntarios durante cirugía de 

tórax . La médula se colocó en tubos de 

ensayo estériles que contenían 100 U de 
heparina y 2.5 mi de ME. Se procedió 

posteriormente al cultivo tanto por el método 

directo (en el cual se toman células blanca s- de 

la médula tal y como fue extraída sin 

separación en gradiente de Ficoll-Hypaque). 

así como por el método de células 

mononucleadas (en el cual se toman las 

células de la banda cerca de la interfase) , 

como por el método de célu las depletadas de 

linfocitos T (en el cual a las células 

mononucleadas se les eliminaron las células 
que forman rosetas E) . 

Las células obtenidas por los diferentes 

métodos son cultivadas por duplicado. ya sea 
en ausencia o presencia de 1 mi de MCL-LPS y 

con o sin 0.2 mi de plasma humano. El 

número de células al final de la incubación se 

evalua mediante un hemocitómetro, 

contando un mínimo de 500 célu las por 
experimento. 

Resultados 

Inducción a la Proliferación en Medios 
Líquidos de Células Mieloides. por el Medio 
Condicionado por Leucoci1os de Sangre 
Periférica en Presencia de Lipopolisacaridos 
(MCL-LPS) 

Con la finalidad de valorar el efecto de la 

inducción a la proliferación del MCL-LPS 

sobre células mieloides humanas, se 

efect uaro n 2 cultivos de médula ósea normal, 
tanto en prese ncia co mo en ausencia de 20 por 

ciento de este activador. Encontramos que 
por cada 105 células mononucleadas 
cultivadas durante 5 días con medio inductor, 

se obtenían más del doble de células que en los 

cultivos sin MCL-LPS (Cuadro 1 ). Es 

conveniente hacer notar que aun en los 

cultivos sin 'MCL-LPS, la población celular 

aumentaba casi al doble. 

Para determinar si la presencia de plasma 
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humano mejoraba la respuesta de inducción, 

se efectuaron los mismos experimentos 

enriquecidos con 4 por ciento de plasma. 

Nuestros resultados indicaron que tanto en 

ausencia como en presencia de MCL-LPS, el 

número de células aumentaba significativamente 

respecto a los cultivos sin plasma , al grado 

que encontramos una inducción semejante 

cuando se usaba exclusivamente plasma, que 

cuando se usaba únicamen te el MCL-LPS 

(Cuadro 1 ). Además en presencia tanto de 

plasma como de inductor, la población 

ce lular aumentaba en más de 10 veces. 

Inducción a la Proliferación en Medios 
Líquidos de Células Mieloides de Pacie111es 

con anemia Aplás1ica, por MCL-LPS. 

CUADRO 1 

Efecto del Plasma H urna no Sobre la Proliferación de 
Células de Médula Osea. 

Caso Médula control 

Sin P Con P 
- + - + 

1.7 3.8 4.6 10.8 
2.0 5.0 4.8 15.0 

(-)Sin MCL-LPS 
(+)Con 20%de MCL-LPS 
(P) Plasma (4%) 

Médula de anemia aplástica 

Sin P Con P 
- + - + 

1.8 4.0 3.5 9.6 
1.6 5.9 4.7 IO.I 

La inducción se efectuó durante 5 días en células de médula ósea control (de tórax) 
y en células de Pacientes con anemia ap!ástica, los rcsul1ados se expresan por cada JOJ 
células sembradas. 

Para determinar s i la proliferación de células 
mononucleadas de pacientes con anemia 

a plástica se podía evaluar en medios líquidos. 

y si este crecimiento era similar al encontrado 

con médula normal. se cultivaron las médulas 

de 2 pacientes con esta enfermedad. en las 

mismas condiciones descritas para la médula 

normal. Nuestros resultados indicaron que la 

inducción a la proliferación fue muy 

semejante a la obtenida con médula normal 
(Cuadro 1). 
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Con la finalidad de determinar si se podía 
trabajar con médula total (método directo), y 
evaluar el efecto que pudiese tener la 
eliminación de linfocitos T en médulas 
procedentes de pacientes con anemia 
a plástica, se cultivaron 105 células por el 
método directo, y usan-do células 
mononucleadas, o células mononucleadas 
desprovistas de células formadoras de rosetas 
E, durante 5 días en presencia de 4 por ciento 
de plasma humano y 20 por ciento de MCL­
LPS. 

Nuestros resultados indicaron que aunque se 
obtuvo un aumento celular por el método 
directo, éste no era muy fácil de evaluar 
debido a la gran cantidad de eritrocitos 
presentes. Asimismo, se encontró que hubo 
un aumento en el número celular en el cultivo 
desprovisto de linfocitos T, y que el efecto era 
más apreciable en los cultivos con plasma 
humano (Cuadro 2). 

CUADRO 2 

MODULACION DE LA PROLIFERACION DE PRECU RSORES HEMATOPOYETICOS 
POR LINFOC ITOS T. 

Caso Sexo Edad Directo -L 

Sin p Sin p Con p Sin p Con p 

+ + •· + + 
M 10 1.3 2.6 1.2 4.0 3.9 9.8 u 10. 1 4.2 15.9 
M 11 1.4 2.3 1.3 3.9 4.0 12.0 1.6 8. 1 5.6 18.0 

(-)Sin M CL-LPS 
(+)Con 20% de MC L-LPS 
(P) Plasma (4%) 
(l) Células Mononuclcadas 
(-L) Sin Linfocitos T 

La inducción a Ja proliferación se dectuó durante 5 días. Jos resultados se expresan por cada 10' células 

sembradas. 

Evaluación en Medios Líquidos del Efecto 
Regulador de Linfocitos T en Cultivos de 
Médula Osea de Pacientes con Anemia 
Aplástica. 

Una vez determinado que el MCL-LPS 
presentaba una buena inducción a la 
proliferación de células mieloides de 
pacie.ntes con anemia a plástica, se procedió a 
cultivar 3 médulas más usando tanto células 
mononucleadas completas, como aquellas 

desprovistas de células con receptores para E, 
en presencia de 4 por ciento de plasma 
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humano y de 20 por ciento MCL-LPS. 

Nuestros resultados presentaron 3 diferentes 
situaciones: en la primera el comportamiento 
fué semejante al obtenido con médula 
normal; la segunda mostró en ambos casos 
una muy baja proliferación celular, mientras 
que en la tercera encontramos que aunque en 
presencia de linfocitos T la inducción a la 
proliferación era baja, en el experimento con 
médula depletada obtuvimos una respuesta 
semejante a la normal (Cuadro 3). 

CUADRO 3 

COMPORTAMIENTOS DIFERENTES DE 
PROLIFERACION DE MEDULA OSEA DE 

PACIENTES CON ANEMIA APLASTICA 

Caso Sexo L -L 

M 8.0 13.0 

2 F 1.5 2.3 

3 M 2.0 11.0 

La inducción a la proliferación se efectuó durante 5 días 
en células de pacientes con anemia aplástica, con 20% de 
MCL-LPS y 0.4% de plasma humano, los resultados se 
expresan por cada los células sembradas. 

Discusión 

En este trabajo se han presentado datos que 
indican que los cultivos de médula ósea de 
pacientes con anemia aplástica se pueden 
evaluar en medios líquidos y que esta técnica 
tiene ciertas ventajas sobre la actualmente 
utilizada en sustratos semisólidos~ En cultivos 



líquidos bastan 5 días para Ja obtención de 
resultados significativos, en comparación de 
las dos semanas en promedio que requieren 
Jos cultivos en agar. Por otro lado, el empleo 
de medios condicionados activadores de la 
proliferación celular en Jugar de células 
mononucleadas de sangre fresca, resulta en 
una mejora que disminuye el tiempo de 
sembrado, el cual es por Jo general muy largo 
y evita la necesidad de disponer 
continuamente de donadores sanos. 

Es evidente que el estudio de otras fuentes 
activadoras es necesario para poder 
prescindir completamente de sangre fresca. 
Entre las alternativas más recomendables 
estarían los medios condicionados por células 
de ratón y aquellos por placenta humana. 

En este trabajo demostramos que el medio 
condicionado por leucocitos de sangre 
periférica humana activados con 
lipopolisacáridos (MCL-LPS) es un buen 
inductor y además se encontró que al agregar 
4 por ciento de plasma humano la respuesta 
mejoraba importantemente. Esto último, se 
puede deber tanto al hecho que las células 
proliferan mejor en presencia de plasma de la 
misma especie, como a la existencia de 
factores activadores normalmente presentes 
en el plasma. Por otro lado, encontramos que 
la evaluación de la proliferación de células de 
médula ósea puede hacerse en médula ósea 
total; sin embargo, Ja gran contaminación por 
eritrocitos y el hecho de que, para estudiar el 
efecto de linfocitos Ten pacientes con anemia 
aplástica es necesario un aislamiento de 
células mononucleadas, el método directo, 
aunque más rápido, no ofrece mucha 
oportunidad de aplicación. 

En algunos de los cultivos que se efectuaron 
a partir de médulas óseas de pacientes con 
anemia aplástica, observamos un 
comportamiento muy semejante al 
encontrado en Jos cultivos control; creemos 
que en estos casos no existe una falla que se 
pueda asociar a defectos en las células 
precursoras, sino a la falta de elementos 
activadores, o existencia de inhibidores en el 
suero del paciente. El hecho de que en varios 

casos encontramos un aumento en Ja 
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proliferación celular al eliminar a linfocitos T, 
indica que probablemente este tipo celular 
tenga un papel importante en esta 
enfermedad. 

En otro caso se obtuvo una médula que no 
podía ser activada para Ja proliferacjón, ni en 
presencia de activadores ni en ausencia de 
linfocitos T; creemos que en este caso la falla 
se encuentra en defectos de la misma célula 
precursora. 
Por último, en un caso encontramos que 

aunque la inducción a Ja proliferación era 
baja al utilizar nuestro activador, ésta 
regresaba a la normal al depletar la médula de 
linfocitos T. La recuperación de actividad 
inductora obtenida al eliminar a células 
formadoras de rosetas E, puede indicar que 
son justamente Jos linfocitos T Jos que se 
encuentran inhibiendo la proliferación 
celular. Es evidente que si se llegara a 
encontrar una correlación clínica con Jos 
resultados aquí descritos, tendremos un 
ensayo de utilidad diagnóstica, que nos puede 
indicar los casos en los cuales la aplicación de 
inmunoglobina anti-T sea pertinente. Para 
esto, se tendrán que evaluar un mayor 
número de casos, y seguir muy de cerca el 
desarrollo clínico de los pacientes. 
Cabe mencionar, por último, que esta 

técnica puede representar también un 
complemento en el estudio de cultivos de 
médula ósea en otro tipo de padecimientos de 
origen hematológico, y del efecto regulador 
que puedan tener las diferentes células que 
integran el sistema hematopoiético. 
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