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Abstract 

Megakaryocytic progenitors in experimental animals Models of 

proliferation and differentiation. 

The rise of megakaryocytes colonies from in vitre bone marrow 
culture, allows to quantify the nwnber of megakaryocyte progenitors, 
but not their degree de maturity . We have compared the growth 
pattern observed when the same bone marrow was indistinctly stimulated 
by erithropoietin (Epo) , WEHI-3 or pokewed-mitogen transformed 
splenic lymphocytes (PM-CM) finding a great number of big colonies 
when this last stimulant was employed in opposition to the cultures 
stimulated with Epo, where the half number of colonies had only one 
or two megakaryocytes. This finding can be explained by a selective 
stimulation with Epo of more mature progenitors, in opposition to 
the more ancestral progenitors stimulated by PM-CM. 

Introducció 

Els megacariocits presenten un patró de proliferació i madura

ció únic en els mamífers. 

La megacariocitopoiesi consta de dos compartiments; un el pro

liferatiu, format per cel.lules progenitores irreconeixibles amb un 

índex mitotic elevat que segons el grau del seu desenrotllament dóna 

l'existencia de col~nies "in vitro" compostes de megacariocits ( A. 

Nakeff , 1977; S . A. Burstein et al, 1979); megacariocits més eritro

blasts ( D.L. McLeod et al, 1976); megacariocits més eritroblasts 

més granulocits - macrofacs ( R . K. Humphries et al; 1979). 

El segon compartimento de diferenciació es caracteritza per 

la presencia d'endomitosis (divisió del nuc l i pero no del citoplas-
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ma) donant en conseqüencia, megacariocits de diferent ploidía des 

de 4N a 64N trobant-se valors de 128N i 256N en diverses patolo

gies i u~ augment progressiu del citoplasma en ordre a l'índex 

endomitosic. 

Aquests dos canvis morfologics , l'incr ement del citoplasma 

i la ploidia nucleal, han estat utilitzats com índexs qualitatius de 

diferenciació megacariocitaria. 

Aquest procés es traba influenciat per factors de creixement , 

alguns d'ells actuant localment a través d'interaccions cel.lulars 

i altres operant humoralment , tipus hormones ( R.K. Humphries , N. 

Young, 1984). 

Material i metodes . 

a) Animals: Ratolins mascles de les saques C57/Bl i CBA/Ca d'una 

edat compresa entre les 6 i 15 setman es (IFFA - Credo Lyon , 

France) . 

b) Estimulants: 

b . 1) Sobrenadant de linfocits esplenics de ratolí estimulat 

amb PWM . S'obté incubant 4 - 20 x 10
6 

cel . lules viables 

/ml de melsa en alpha - MEM suplementat amb FCS (10%) i 

PWM (1%) durant 7 dies a 37~ c. 
b . 2) Eritropoietina . S'obté a partir de serum de moltó ane

mic després d'una purificació parcial STEP III ( Con

naught, Londres). 

b.3) WEHI- 3 . Sobrenadant d'una linia cel . lular leucemica mie

lomonocitaria de ratolí . 

c) Cuantificació de CFU - m: Es cultiva l a suspensió cel . lular 

de medul . la ossia en alpha - MEM suplementat amb serum de ca

vall (20%), mercapt oetanol 10-
2

M (1%), BSA desioni tzada (10%) , 

bicarbonat sodic al 7% (1 . 5%), plasma "boví citratat (10%) i 

clorur calcic al 0.25% (10%) . S'incuben a 37~ e i amb co
2 

al 

5% . Despres de 6 dies els cultius son doblement tenyits pe1r 
1 

l'acetilcolinesterasa (marcador específic del megacarioci t 

de ratolí) i per el DNA (Feulgen). 



d) Caracterització de CFU - m: Mitjan~ant microscopi es traben 

el número total de cel.lules acetilcolinesterasa positives 

distingint-se dos tipus de colonies segons el número mínim 

de megacariocits; unes amb 1 o 2 megacariocits, i altres amb 

3 o més megacariocits . S'ha evaluat l'area nucleal i els ni

vells de ploidia d'aquestes cel.lules mitjan~ant calculs es

teriometrics i de densitat optica integrada del nucli tenyit 

amb Feulgen amb fotomicroscópi ZEISS conectat a un analitza

dor d'imatges IBAS 2 KONTRON . 

Resultats . 

Nosaltres hem observat que el número i grau de diferenciació dels 

precursors megacariocitaris (CFU-m) en la medul . la ossia del ratoli 

difereix segons el medi de cultiu, el tipus d'estimulant i la soca de 

ratolí utilitzada . Així, existeixen diferencies significatives en el 

comportament de les CFU- m entre les saques de ratolí C57/Bl i CBA/Ca. 

Quan la soca C57/Bl és estimulada amb Epo es produeix un increment del 

número de colonies integrades per ~ 3 Mk; 42 . 7 colónies/10
5 

cel . lules 

implantades;quan s'utilitza mig condicionat amb el sobrenadant d'una 

linia cel . lular leucemica de ratolí (WEHI- 3) com estimulant , el núme-

ro de colonies reflexe del nombre de progenitors, descendeix a 32.7 

colonies/105 cel . lules implantades. Empleant el mateix tipus d'estimul 

sota condicions similars hem trobat resultats diferents en la soca 

CBA/Ca amb 21 . 7 colónies/10
5 

cel . lules implantades amb Epo; 59 . 3 colo

nies/105 cel . lules implantades amb WEHI-3 i 93 colonies /10
5 

cel . lules 

implantades quan s'estimula amb sobrenadant de linfocits estimulats 

amb PWM, productors d'interleukines. 

En aquesta última soca els Mk que integren les colonies son pe

tits, posseeixen una escasa area citoplasmatica acetilcolinesterasa 

positiva al voltant d'un nu~li rodó o oval, a diferenciad l'aspec

te que posseeixen els Mk que s'obtenen en les colonies produides 

a l'estimular els progenitors amb Epo ~ls quals s'assemblen als tro

bats en la medul . la ossia en condicions normals. 

El nivell de ploidia mitja en la soca CBA/Ca va ser 3.02N, sent 

superior en colonies mixtes, integrades per dues estirps cel.lulars 
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(3 . 32N) que en colonies pures formades sols per Mk (2 . 53N) amb una 
2 area nucleal mitjana de 66.5 u. Aquests resultats van ser obtinguts 

implantant 30 . 000 cel.lules/placa. Si aquesta concentració s'incremen

ta fins a 100 . 000 cel.lules/placa ambla precaució que les colonies no 

estiguin en contacte entre elles ( sent possible aleshores realitzar 

un mapa de colonies megacariocitaries per placa) els nivells de ploi-
2 

dia mitja son de 3 . 51N amb una area nucleal de 96 u . Peró quan 

s'incrementa la densitat cel.lular i les colonies megacariocitaries 

i granulocitaries - macrofagiques estan en contacte unes ambles al~ 

tres, el nivell de ploidia mitja augmenta fins a 5 . 18N, amb una area 

nucleal mitja de 127.9 u2 , semblant a la trobada en colonies megaca

riocitaries pures de la soca C57/Bl estimuladas amb Epo (5.14N), peró 

menor que els resultats de CFU - m mixtes aillades d'aquestes plaques 

(7 .7N i 8.68N respectivament). 

Conclusions. 

S'han proposat diferents models ae proliferació i diferenciació 

megacariocitaria , basats fonamentalment en els resultats obtinguts dels 

cultius '' in vitro" del seus progenitors (J . M. Paulus et al, 1982). 

Aquestes dades demostren que en cultius cel . lulars es produeix un 

microambient on creixen cel.lules que al morir o durant el seu cicle 

vital ahoquen al medi substancies reguladores de la diferenciació així 

coro la producció d'interaccions cel . lulars ( N. Willians et al, 1981). 

Dels resultats obtinguts per altres autors i dels nostres deduim 

que el_progenitors megacariocitaris es troben en forma d'un gradient 

de maduresa i diferenciació responent els més immaturs a molécules 

(interleukines) diferents dels inductors (Epo) que actuen en progeni

tors més madurs, produint-se aleshores diferents graus de diferenciació 

depenent de l'estadi de maduresa sobre el qual incideixen els inductors. 
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