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RESUMEN,

El ser humano requiere de la existencia de mecanis -
mos reguladores de la proliferacién y diferenciacién de
las células que integran su tejido hematopoy&tico, para
un funcionamiento normal, Estos mecanismos dependen de
una delicada y compleja interaccién entre células y fac-
tores humorales. Entre los factores conocidos, el mds es
tudiado es el inductor a la proliferacién y diferencia=-
cién de granulocitos y macr8fagos, llamado MGI,

Recientemente se encontr$ que para que una c&lula
mieloide llegue a una diferenciacifn completa, es indis -
pensable la interdccifn de otros factores; entre &stos se
encuentran al FcRI y C3RI los cuales tienen la funcién de
inducir la aparicién de receptores Fc y C3 en las membra-
nas de las células mieloides, Se ha encontrado que la pro
duccibén de MGI, FcRI y C3RI es llevada a cabo por los ma-

cr6fagos, lo cual indica la posible existencia de un meca
.nismo de autorregulacién de este tipo celular.

Cuando existe alguna falla en los mecanismos de requ
laci6én homeostdtico, se presentan las diferentes enferme-
dades hematol8gicas. Estas fallas pueden ser debidas a va
riaciones en la produccidn de los factores reguladores, &
defectos celulares que impidan la accifn requladora, como
en el caso de la leucemia.

Con la finalidad de determinar los niveles de FcRI y
C3RI en el torrente sangufneo humano, se evaluaron &stos
en sueros provenientes de donadores normales. Con excep -
cién de dos sueras, se encontr8® que en general hay nive -
les semejantes de FcRI y C3RI en el ser humano normal. En

uwno de los sueros probados el donador pasaba al momento



del experimento por un cuadro infeccioso, lo cual puede

cexplizar este aumento; posteriormente, al obtener nueva-
mente suero de esta persona, se encontraron valores scme
Jantes al valor promedio. En otro caso, se mantuvo un va
lor elevado de FcRI y C3RI afin despufs de tres tomas se-
varadas por varios meses; el (nico dato sobresaliente de
este Gltimo donador, es que manifest6 ser una persona que
nunca se enferma., Esto lo interpretamos como una conse -
cuencia de su alto nivel de factores inductores de la —
respuesta inmune.

Posteriormente, con la finalidad de contribuir al en
tendimiento de los mecanismos regquladores asociados con
leucemias, asf como por su posible valor diagnfstico, se
determinaron los niveles de FcRI y C3RI en sueros de pa -
clentes con esta enfermedad. Se encontré que Gnicamente
en las leucemias agudas tipo My y M, existfa una pequefia
elevacibn de FcRI y que en la Leucemia, Granulocftica Crg
nica ( LGC ) el aumento era ain mayor, ademis de presen -
tar en estos casos altos niveles de C3RI. Estos resulta -
dos se pueden interpretar en base a que en las leucemias
de tipo My y My existen c8lulas del tipo monocitico lo su
ficientemente maduras como para producir niveles aumenta-
dos de Fc RI y que en la LGC este nivel es mucho mayor por
ser ésta la leucemia con mayor nfimero de células monocfti
cas diferenciadas.

Es importante hacer notar que al estudiar sueros de
pacientes con LGC en crisis bl&stica se encontr8 que no =~
existe ningdn aumento de Fc RI y C3RI con respecto a con-
troles normales, obviamente estos resultados tienen impli
cacién diagn6stica, sobre todo en un caso de LGC en donde
se detectd una disminucidn de FcRI y C3RI antes de que se
diagnosticara morfoléfgicamente el paso hacia la fase de
crisis blistica.

Por fltimo, con la finalidad de determinar las propie
dades molecualres de estos factores en el ser humano, y po’

der disenar una posible purificacién bioquimica, se deter-



INTRODUCCION.

En la mayorfa de los tejidos de los mamiferos, las c&lu-
las que los conforman se encuentran diferenciadas y por
lo tanto muestran poca evidencia de proliferacifén y auto
renovacién. No obstante un grupo pequefio de cé&lulas tanto
de la mucosa gastrointestinal, como de la piel y del te-
jido hematopoyético, tiene la capacidad de proliferar y
diferenciarse continuamente hacia c&lulas maduras (1 ),
El funcionamiento de un organismo pluricelular requiere
de sistemas de control y recambio para realizar sus fun-
ciones especificas. Por ejemplo, la sangre es un sistema
homeostético importante en el cuerpo ya gue distribuye
calor, acarrea gases respiratorios, nutrientes y dese =-
chos; fluye a través de sensores espec{ficos capaces de
regular a factores tales como tensién osmética, pH, tem-
éeratura y algunos niveles hormonales. La sangre contie ~
ne los agentes celulares y humorales que controlan los
efectos de tumores e infecciones en el cuerpo ( 2 ).
Aproximadamente el 45 % del volumen sanguineo consiste en
eritrocitos, el 1 % esta formado por plaquetas y leuco -
citos: linfocitos monocitos y granulocitos ( neutréfilos,
eosinbfilos y bas8filos); el resto del volumen sanguineo
lo conctituy =21 plasma, el cual es una sustancia rica en
proteinas y se le considera el liquido intercelular ( 2).
El tejicdo hematopoyético presenta un ancestro com@in o cé-
lula madre, la cual en el camino de la proliferacién y d4i
ferenciacién in vivo, se encuentra bajo la influencia de
muchoe factores del medio ambiente local, entre los cuale
podemos incluir los aspectos hormonales v ontogénicos, la

concentracibn de vitaminas y otras sustancias bioldégica ~



mente activas, asf como la interacidn con células seme-
jantoes < bien con otras diferentes ( 3 ).

La existencia de yna cflula hematoﬁoyética precursora de
eritrocitos, leucocitos y plagquetas ha sido un tema de
constante experimentacién en hematologfa ( 1 ). La posi
ble existencia de células hematopoyéticas repobladoras
fud establecida, en los primeros afios de la década de
los 50s, mediante estudios en ratones irradiados letal-
mente { 4-7 ), Posteriormente, se aportaron fuertes evi
dencias de la existencia de una célula hematopoyética
precursora al experimentar con ratones fuertemente irra
diados, los cuales morian por pancitopenia. La muerte

de estos animales podfa evitarse con el suministro de
una suspensiSn de células provenientes de la médula 8sea
de animales sanos. Los animales asi tratados sobrevivian
mostrando en su brazo nbédulos que representaban pequehnas
colonias de células de todo tipo de células sanguineas,
las cuales fueron llamadas formadoras de colonias del
bazo ( CrFU-S ; del inglés "colony forming unit spleen'

( 8 ), E1 caricter clonal de estas colonias fué demoétqg
do por medio de marcadores cromosémicos inducidos por ra
diacién (9 ).

La relacién de los linfocitos con la CFU-S ha sido tema
de controversia puesto que se ha demostrado que los pro-
genitores linfoides no se encuentran en las colonias del
bazo, lo que sugiere la existencia de una cé&lula precur-
sora comGn mis primitiva, llamada precursora com@n de la
unidad formadora de colonias linfoides y mieloides (CFU-
L-M ; dexl inglés " lymphoid=-myeloid colony forming unit
commonprogenitor ") ( 10~-12 ). Se postula que la CFU- LM
da origen a los precursores linfoides y a la CFU-S que a
su vez genera a los progenitores de los granulocitos, mo
nocitos, eritrocitos y plaguetas (1 ) ( Fig. 1 ).
Asfmismc sc aportaron téenicas para el crecimiento in vi-
tro de las células precursoras de los elementos de la mé&
dula 6s=a. Mediante el cultive de células mieloides en

medios adaptados, se ha registrado la presencia de cé&lu-
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las madres precursoras comprometidas o especializadas

( Cru~-C; del inglés "colony forming unit culture" ) ca-
paces de originar 1n vitro colonias mixtas de polimorfo
nucleares y macr6fagos ( 13 ), Asimismo se ha encontra-
do ebélulas madre especializadas que generan eritrocitos
en presencia de eritropoyetina ( CFU-E; del inglés "ery
throid colony - forming unit" } ( 13-15 ) o células pre-
cursoras de megacariocitos que dardn lugar a las plaque
tas ( Cru-M; del inglés " colony forming unit- megaka -
ryocyte " ).

En los ensayos clonales in vitro para células precurso-
ras de granulocitos-mocitos-macré6fagos, se ha observado
que la proliferacién requiere de la presencia obligada

de un factor llamado "

colony stimulating activity "
( CsA') ( 16-20 ), también llamado " colony stimulating

factor " (CsrF) ( 21-23) o "macrophage and granulocyte in

ducer" ( MGI ) ( 24-25 ) y que probablemente tiene rela-
cién con el llamado "macrophage growth factor" ( MGF )
( 26 ).

El MGI es una sustancia normalmente producida por varjos
6rganos del cuerpo y dependiendo de la fuente de que se
trate puede encontrarse en cantidades mayores o menores
(27 ).

Los receptores de superficie son de importancia obvia pa
ra la actividad biol6gica de los leucocitos. Los recepto
res de membrana caracteristicos de la actividad biolfgi-
ca del macr6fago, son los receptores para la porcifn Fc
de la IgG, receptores para el complemento y receptores
no especificos denominados también receptores para sus -
tancias extranas ( 28 ),

Aparentemente, la funcién de los receptores de superficie
en los leucocitos, consiste en incrementar la respuesta
inmune celular. Los estudios hechos recientemente acerca
de la morfologfa de la interaccién linfocito-macréfago en
la respuesta inmune a un antfgeno dado, proporcionan una
oportunidad de poder correlacionar la estructura y fun-

¢cidn en aste aspecto de la inmunidad ( 28 ).



Las inmunoglobulinas han sido especificamente relaciona
das con los antfgenos ( 29 ) especialmente la inmunoglo
bulina G (IgG) y con el complemento ( 30, 31 }. La IgG
sola y la inmunoglobulina enlazada a componentes del com
plemento han aportado mucho al conocimiento de la selec-
tividad de la adherencia macrofdgica ( 32 ), El papel
del anticuerpo en la fagocitosis selectiva mediada, de -
penden de la unién de una regién del anticuerpo a un re
ceptor o sitios de reconocimiento en la superficie del
macr& fago,

Entonces la mol&cula de IgG aparentemente se une inmuno
especificamente a los organismos a través de su porcién
variable de su regi6n Fab y a la superficie macrofdgica
via su reqgifn Fc ( 33, 34 ), Los receptores para la re-
gién Fc de la IgG en la superficie de los macréfagos son
importantes para el combate de las infecciones parasita-
rias ( 35, 36 ). Ademds de su funcién en la eliminacién
de agentes extrafios, los receptores Fc funcionan en la
eliminacién fisiol6gica de eritrocitos viejos por medio
de los macréfagos ( 37 ). Estos eritrocitos son sensi -
bilizados o cubiertos por immunoglcbulinas aut&nomas in
éigg, promoviendo consecuentemente la fagocitosis por
macr6fagos hepdticos y del bazo ( 38-40 ),

La presencia de receptores para Fc comnmente se demues
tra por medio de la técnica de formacién de rosetas eri-
trocitarias ( 28 ). Cuando un anticuerpo cubre a los eri
trocitos, éstos se unen a la superficie de los leucocitos
dando lugar a lo que se ha denominado roseta, la cual se
considera com~ aquella célula con mds de tres eritrocitos
adhertdos a su membrana ( 41 ),

Se ha: mencionado otras t&cnicas menos comunes para la
valoracién de estos receptores con fluoresceinatos de an_
ticuerpos ( 42 ) o por medio de radiois8topos ( 43-45 ).
La afinidad de los macréfaqos por complejos de antiqgenos
con IgG ha sido caracterizada, o indica que los enlaces
en ol receptor dependen de un nfmero finito de si1tlios a¢

tivos. Los complejos inmunes se combinan mis dvidamente,
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posiblenente porqme se ofrece un nldmero adicional de pooepi-

.

tores Fo opor complejo molecular 4&—48‘) , 0 porcue 2llos
induecen combi s contormacionales en los componentes del Fo
3y, 50 ).

El receptor Po une varias subclases eépecificas del 1q6G,
incluvendo las subclases [gG

e 1gG, ( 51 ), IquA 2 Ig6

3
{ 52 ) y posiblemente la subélase I;G1 en el ratén ( 53 ;?
Dependiendo del método anpleado y de la especie que se exa
mina, el macr&fago posee aprox imadamente 105 receptores en
su moenbrana. Mediante el complejo soluble peroxidasa-anti-
peroxidasa, se ha podido demostrar que hay mayor nimero de
receptores en los macr8fagos que en los granulocitos, los
cuales a su vez presentan una frecuencia mayor de tales re
ceptores que los linfocitos ( 54 ). El receptor para Fc es
sensible a la digestibén con fosfolipasa y para su actividad
depende de un componente lipidico ( 28 ).
La regeneracifn o conservacidn selectiva de estos recepto-
res después de la unidn con complejos inmunes puede ser un
fenbimeno que se relaciona con el tamafio o la cantidad total
del material ingerido ( 55 ).
Los receptores para el complemento, presentes en la membra-
na del macr8fago, tienen una funcién Importante en la eli-
minacidn de los patbgenos invasivos., Estos receptores estan
involucrados en la defensa del hospedero. La adherencia se-
cuencial de los productos del complemento, da lugar a partir
del tercer componente. a uha mayor susceptibilidad para 1la
ingestidn en estas células ( 56 ). En pacientes con una de-
ficlencia hereditaria o metabolismo anormal de receptores
C3, se evidencia la importancia biolBgica de este sistema.
Estos pacientes son susceptibles a infecciones bacterianas
recurrentes ( 57, 58 ), puesto que se disminuye la capaci-
2ad opsonizante del suero; ordinariamente estas infecciones
rizeden ser controladas por los fagocitos en presencia de
szero normal ( 59 }.
Z. sistema del complemento es un conjunto de proenzimas

le origen gl icoproteico, que se encuentran en la sangre



de todous los vertebrados en forma inactiva ( 60 ). Cons
tituyen aproximadamente del 10 al 15% de las protefinas
séricas. Este sistema es activado en forma de cascada :
una proecnzima es transformada a enzima y ésta a su vez
act@a sobre la siguiente proenzima transformindola a en
zima y asf{ sucesivamente ( 60 ).

La activacidén del complemento puede llevarse a cabo por
dos vias: una via clisica, que es a través de una reac
cibén antigeno-anticuerpo ( mecanismo especifico }, en
donde el anticuerpo es fijador del complemento. La otra
forma de activacién es conocida como via alterna o via
de la preoperdina; esta via es considerada como un meca-
nismo de resistencia no especifico ( 60 ),

Los receptores del complemento se encuentran, entre otros
en los leucocitos, en los eritrocitos de primatesyen las
células.epiteliales de los glomérulos renales ( 61 ).

Es posible que los receptores para el complemento estén
implicados en la inhibicién de la migracién de los macré
fagos por medio de endotoxinas ( 62 ). Dicha influencia
podrfa se efectuada por factores que se sabe son genera-
dos por el complemento y el sistema de coagulacién san -
guinea, los cuales pueden actuar sobre la membrana plas-
mitica para inducir la activacién de los macréfagos (63).
Entre las técnicas para la deteccién y cuantificacidn

de receptores para el complemento, se encuentra la técni
ca de rosetas, utilizando para este fin eritrocitos sen-
sibilizados ( cubiertos con anticuerpo )} mis suero como
fuente del complemento ( 64 ). Se sabe que los eritroci=~
tos cubiertos con IgM son incapaces de unirse a los ma -
cr6fagos, pero cuando estos eritrocitos son incubados en
presencia de suero fresco, la unién puede existir ( 56 -
65 ),

Las numerosas observaciones de la membrana de los macré-
fagos indican que existe un nfimero relativamente pequefio
de receptores de alta afinidad para el complemento ( 66 ).
Ademds, existen evidencias de que la unidn del complemen—

to requiere de la presencia de magnesio ( 67 ). De la mis



ma forma se ha observado que este tipo de receptores ¢s
sensible a la tripsina ( 68 ).

La maduracidn gradual de las células hematopoyé&ticas ha
si1do caracterizada tradicionalmente por una serie de
cambios on la mofologfa celular. No obstante, se ha tra
bajado poco para definir la diferenciaci6n de los leuco
citos en relacifn con la aparicién de receptores sobre
sus membranas, ya que las células precursoras van adqui
riendo marcadores a medida de que se diferencian ( 69 ),
Estudios recilentes han evidenciado la existencia de un
factor inductor de la aparicién de receptores para Fc

( FcRI ), el cual se obtuvS a partir de una linea calu-
lar de tipo macr6fagico mantenida in vitro y activada
por lipopolisacdridos de origen bacteriano { LPS ). Ade
mis se encontrd que este factor pierde su actividad bio
16gica al ser sometido al tratamiento proteolitico y al
calor, lo cual indica que es de naturaleza protefca (70).
Asimismo, se ha encontrado un factor inductor de la for
macién de receptores en C3 {( C3RI ) en medio condiciona
do de pulmén murino endotéxico { 71 ). Se aport8 que el
C3RI es sensible a la tripsina y termoldbil; es decir,
es de naturaleza proteica y es independeinte del factor
inductor de macr&fagos y granulocitos ( MGI ) ya gque es
te no induce a la formacibén de colonias al utilizar la
técnica en bicapa de agar. Asimismo, se ha identificado
a las células monoctticas como las productoras de los
factores FcRI y C3RI ( 72 ) lo cual implica un posible
mecanismo de autorregulacién de induccifn de receptores
Fc y C3 en leucocitos.

En la actualidad se conoce parcialmente como actfan algu
nos de los factores diferenciadores y promotores de la
proliferacién del tejido hematopoyé&tico ( 73 )}, pero so
lamente puede suponerse por analogia la accién de otros,
ya que en un sistema tan complejo como el organismo vi-
vo, es diffcil, y ha sido casi imposible, evaluar y deter
minar cuantitativamente el papel de cada factor en la

histogdnesis de los tejidos hamatopoyético y linfoide (74).
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Se ha encontrado gque la accién de los factores sobre la
proliferacién y diferenciacifn, se encuentra contrarres
tada en el organismo por otras sustancias con propieda
des inhibidoras. Por ejemplo, se ha reportado que la pre
sencia de lactoferrina inhibe la proliferacién de granu
locitos y macr8fagos ( 7%-81 ), de la misma forma se ha
investigado la acci®n inhidora de sustancias como las
prostaglandinas, las chalonas y otras moléculas prove -
nientes de medios condicionados con c&lulas maduras { 17,
77, 80, 82, 83 ) . En consecuencia, se piensa que exis~
te en el organismo un mecanismo de requlacién tanto pa -
ra el aumento de la produccién de elementos sanguineos
como de su inhibicifn; por lo que cualquier desestabili-
zacifn de este sistema lleva al organismo a una hiper 8
hipotrofia en las rutas de la proliferacién y diferencia
cifn celular dando origen a las enfermedades como la leu
cemia. ' v

La leucemia es una enfermedad neopldstica de los teijidos
linfoide y hematopoy&tico, la cual se encuentra propagada
en un organismo al momento de su diagnbéstico. Puede afec_
tar cualquier tejido del cuerpo, pero debido a que siem~
pfe se ve afectada la médula ésea, es en este tejido en
el que se puede diagnosticar su existencia { 84 ),

Se tiene reportes de pacientes con sintomatologfa leucé
mica desde los tiempos de S6crates, esto es, anemia, gra
nulocitopenia y trombocitopenia asociada con esplenomega
lia y linfoadenopatfa, sin embargo, no es sino hasta la
sequnda mitad del siglo 19 cuando se reconoce a la leuce
mia como una enfermedad diferente ( 85 ),

Fué desde 1827 cuando Velpeau { 86 ), realiz6 una descrip
cifén detallada de la leucemia en uno de sus pacientes, ha
ciendo notar la consistencia de la sangre y su color blan
quecino; las investigaciones acerca del tema se sucedie-
ron r8pidamente, encontrando con Donné en 1839 un primer
anflisis microscépico de la sangre de un sujeto leucfmi-
co en el que confundié a los leucocitos como un producto

extracelular (pus )} y no como la célula misma ( 87 ).
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Poco despuds, cen 1845, el alemdn Virchow describe la
sangre de sus pacientes leucémicos como " escasos cor-
pGsculos rojos y muy abundantes cderpos incoloros o
blancos similares a los existentes en la sangre normal"”
por lo que la definiS como "sangre blanca" ( 88 ).

En 1847, Virchow introduce el término de leucemia para
definir a la enfermedad ( 89 ).

Posteriormente, con la introduccién de nuevas técnicas
de tincién y el avance en el conocimiento morfolégico
celular, se proponen varias clasificaciones a los dife-
rentes tipos de leucemias, habiendo entre los hematélo-
gos una gran contrcversia, gue viene a terminar con la
introduccién de té&cnicas quimicas, bioquimicas, citoge-
néticas e inmunol8gicas en la clasificacifn de los dife
rentes tipos y fases de desarrollo de esta enfermedad,

La clasificaci6n FAB ( Franco-Americano-Britanico ) {90)
es el resultado de la conjuncidn de criterios de varios
hematélogos de la &poca actual, en la que se determinan
los diferentes tipos de leucemias como sigque:

LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA ( en ninos ),

Células predominantemente pequenas, nficleo redondo, rara
vez agrietado, cromatina homogénea, nucleolos incobpspi-
cuos. Citoplasma moderadamente basofflico, variablemente
vacuolado. No fagocftico. Muchas células son positivas
al suero anti linfocito nulo de leucemia linfocftica agu
da. Alrededor del 2% % de las cé&lulas tienen marcadores
celulares T. Tiene actividad terminal transferasa.

Este tipo de leucemia se conoce como Lj.

LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA ( en adultos ).

La lfinea exterior del nlcleo es irreqular, a menudo agrie
tada, el patrén cromitico nuclear es variable; uno o més
nucleolos presentes. Citoplasma moderadamente abundante ,
variablemente basofflico, variablemente vacuolado. No fa
gocf{tico. Alrededor del 50 % de las células son positivas
al suero anti linfocito nulo de leucemia linfocitica agu
da. Alrededor del 25 % tienen marcadores celulares T.

Tienc alta actividad transferasa torminal y pocas cé£lulas
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tienen cromosomas Phialdelphia.

Este tipo de leucemia se conoce como L2.

LEUCEMIA TIPO BURKITT.

Las células son predominantemente alargadas, nfcleo de
redondo a ovalado con un borde exterior liso, con uno o
mds nucleolos prominentes.Citoplasma moderadamente abun
dante, profundamente basofilico, vacuolizacifn a menudo
prominente. Frecuentemente fagocfitico. Negativo al suero
anti linfocito nulo de leucemia linfocitica aguda, Todas
las cé&lulas tienen marcadores celulares B,

Este tipo de leucemia se conoce como Lj.

LEUCEMIA MIELOBLASTICA SIN FORMAS DE MADURACION,

Las células son predominantemente blastos no granulares,
El patrén de cromatina nuclear es delicado, con uno &
m&s nucleolos. Citoplasma limitado, raramente con unos
pocos grénulos, raramente tienen presentes bastones Je
Auer. Este tipo de leucemia se le conoce como M.
LEUCEMIA MIELOBLASTICA CON FORMAS DE MADURACION,

Las cé&lulas presentan una maduracién superior a las del
estado progranulocftico, con el 50 % de blastos y progra
nulocitos. Las células mds antiquas semejantes a los
blastos, tienen abundante citoplasma, contienen gr&nulos
azurbfilos y a menudo también bastones de Auer. Los mie-
locitos, metamielocitos y los granulocitos maduros pue -
den ser granulares. En raros casos, las células son pre
dominantemente eosin6filas. Algunos casos presentan tam
bién hiperplasia eritroide.

Este tipo de leucemia se le conoce como Mj.

LEUCEMIA PROGRANULOCITICA HIPERGRANULAR,

La mayorfa de las células tienen citoplasma muy granular,
la tinci®n de los gr&nulos es variable mente rosa, rojao
plrpura; comfinmente tiene cuerpos de Auer, a menudo son
bastantes. Una variante de este tipo, esta caracterizada
por cé&lulas con muy poca granulacién en el citoplasma y
un nGcleo bilobulado, multilobulado 6 reniforme.

Este tipo de leucemia se le conoce mo Mj.

LEUCEMIA MIELOMONOCITICA.
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Caracturisticamente las células poscen un nficlec mono-
citoide y un citoplasma granulocitico, dicho nficleo mo
nocitoide distingue a este tipo de leucemia a la del
tipo M). Se encuentran presentes en la sangre y en la
mfdula 6sea monocitos y promonocitos.

Este tipo de leucemia se le conoce como M.

LEUCEMIA MONOCITICA {( HISTIOCITICA ).

Las cé&lulas son predominantemente monoblastos, y en los
nlicleos se observa cromatina en forma laxa y uno o m&s
nucleolos. El citoplasma es abundante con escasos gran(
los finos de color rosado, Las formas mis diferenciadas
en este tipo de leucemia muestran caracteristicas de mo
noblastos, promonocitos y monocitos; las cé&lulas mis ma
duras presentan en su citoplasma muchos grinulos rosas
que asemejan polvo,

A este tipo de leucemia se le conoce como Ms,
ERITROLEUCEMIA ( SINDROME Dﬁ DI'GUGLIELMO ),

En este caso el 50.% de las c&lulas de la mé&dula &sea
son normoblastos o megaloblastos, en algunas ocasiones
tienen un nfcleo atfpico, asf como tambi&n las células
eritroides nucleadas en la sangre. Existe un incremento
de mieloblastos y progranulocitos, existen en ocasiones
megacariocitos atfpicos y frecuentemente se convierte ,
este tipo de leucemia en M), Mz o My.

A este tipo de leucemia se le conoce como Mg.

LEUCEMIA GRANULOCITICA CRONICA ( LGC ).

La leucemia granulocftica cr8nica esta considerada en el
grupo de los sindromes mieloproliferativos en los que se
incluye a la policitemia vera, metaplasia mieloide, trom
bocitosis y eritroleucemia. Recientes investigaciones,
han hecho dudar del caricter exclusivamente mieloide de
la enfermedad. Bfsicamente, se considera a este enferme -
dad como un desorden del tronco celular proliferativo de
médula 6sea. La fase inicial es representada por una exce
siva proliferacién de elementos maduros derivados del

tronco celular mieloide; la fase terminal de la enfermedad
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es una progresién hacia una menor diferenciacién 6 fase
bldstica,

La mayorfa de los casos presenta una anormalidad citoge
nética, el cromosoma Philadelphia; el cual es el primer
marcador caracteristico de todas las enfermedades malig
nas en humanos. El cromosoma philadelphia presente en
las células de pacientes con LGC son la progenie de una
célula simple que adquiere esta anormalidad; la eviden-
cia de esto deriva del hecho de que todas las disfuncio
nes hematol6gicas presentan este cromosoma { 91 ).

La transformacién bldstica es sinénimo de la fase termi
nal, usualmente presenta de un 30 a un 40 % de las célu
las de la médula Ssea con morfologfa de blastos o promie
locitos, sin embargo es necesaria la presencia de anemia
y trombocitopenia para apoyar su diagn8stico ( 92 ). La
crisis bldstica esta definida por un aumento repentino
de blastocitos, excediendo el nfmero de las 100000 célu
las por ml., La mayorfa de los pacientes tienen una trang
formacién celular mielobl&stica, pero del 20 al 30 % de
las c8lulas tienen caracter{sticas morfol8gicas linfo =
bl&sticas ( 91 ); sin embargo, los estados blidsticos pue
dén ser descritos como mielobldsticos o indiferenciados,
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OBJEPIVOS.

Como se ha identificado al monocito como el productor de
FcRI y C4RI, entonces es posible que estas moléculas se
encuentren en el suero humano normal y en todos acuellos
6rganos en donde se encuentren células de este tipo ya
maduras. En consecuencia se esperaria encontrar altos
niveles de FcRI y C4RI en leucemias en las que el nime-
ro de monocitos maduros este aumentado respecto a la
normalidad (como en LGC) y que mientras mids inmaduras
sean estas células, los niveles de estos factores serdn
menores., Por otro lado también se esperaria que los ni-
veles de ambos factores sean semejantes a los normales
cuando la afectada sea una linea celular diferente como
lo es la linfocitica o la eritrocitica.

Es evidente que si el FcRI y el C4RI irducen a la apari-
cién de receptores irmunol8gicos de cdlulas inﬁunocompe-
tentes, entonces un aumento en estos factores en el or-~
ganismo podrla implicar una mejor defensa contra infec-
ciones o cuerpos extranos, en consecuencia la purifica-
cibén y caracterizacidn de estas mol&culas, né dnicamen-
te tiene un interés bdsico, sino que podria tener apli-
caciones terapduticas o preventivas en situaciones en
donde un aumento de receptores membranales sea de utili-
dad. .

Por lo tanto, en este trabajd se obtuvieron sueros de pa
cientes con diferentes tipos de leucemia para determinar
si nuestra suposicifn acerca del aumento de estos facto-
res en los sueros, esta relacionado con la existencia
de ‘macr6fagos maduros y su grado de diferenciacifn, lo
cual tendria una obvia aplicacidn diagndstica,

Por otro lado, es sabido que el medio condicionado por
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pulmdn es rizo en factores diferenciadores por lo que
se obtuvo medio condicionade por pulmdn humano para
determinar algunas propiedades moleculares del factor

C4R1 y apoyar de esta forma su posible purificacidn.
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MATERIALES Y METODOS,

ANIMALES.~ Se emplearon ratones de la cepa CD=-1 hembras
de 6 a 8 semanas de edad,

CULTIVO CELULAR.~ Como fuente de nutricién se usé el me-
dio minimo esencial de Eagle (EM) con exceso de vitami -
nas y aminodcidos (Gibco Labs, USA) (apéndice 1) al que

se le adicionaron 1000UI/ml de penicilina y 100 ul/ml

de estreptomicina como medio preventivo para una posible
contaminacién bacteriana, asi como 3.7 g/l de bicarbona-
to de Sodic para mantener un Ph fisiolS8gico de 7,2 en los
cultives en presencia de CO,, Posteriormente se £iltr6 en
membrana millipore’ (Millipore, USA) con un didmetro de po
ro de 0.22 micras para garantizar la esterilidad del medio,
Para verificar dicha esterilidad se tomaron 5 gotas y se
colocaron por duplicado en tubos de ensaye que contenfan
2 ml de caldo de soya tripcaseina al 3 % ( Bioxon, Mex)
previamente esterilizada en autoclave, incub&ndolos duran
te 48 horas a 37°C. El medio de cultivo fué complementado
con suero de caballo (Gibco Labs,USA) al 10 %, el cual
fud previamente desactivado a 56°C durante 30 min.

Las células se sembraron en la cantidad y condiciones re-
Jueridas para cada experimento, en las cajas de Petri, ya
sea de vidrio o de plastico desechables de 60X 15 mm, las
cuales contenfan siempre un volumen total de 5 ml. Las cé
lulas se mantuvieron in vitro en una incubadora a 37°C
con una atmésfera relativa del 10 % de CO, y humedad satu
rante. Todo trabajo de cultivo se realiz6 en una campana
limpia y esterilizada con luz ultravioleta durante 15 min.
Para veraificar las condiciones de las células en cultivo,

se utilizé un microscopio de tipo invertido (American Opti
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cal, USA).
TECNICA PARA LA OBTENCION DE CELULAS DE MEDULA OSEA

Con la finalidad de obtener células viables en las que

se¢ cuantificara la actividad de los factores inductores
sobre la formacién de receptores para Fc y C3, se sacri
ficaron ratones mediante dislocacién céfalo medular, pa
ra groceder a retirar los fémures; éstos se colocaron
inmediatamente en cajas de Petri que contenfan una solu
cién amortiguadora de fosfatos (SAF) (Apéndice 2 ). Ense
guida se elimind la mayor cantidad de tejido muscular
circundante. Se cortaron las epifisis con tijeras peque
nas y, con una jeringa de 1 ml que contenia SAF, se hi-
z0 fluir el liquido de un extremo a otro para de esta
forma colectar las células en un tubo de ensaye. Las cé
lulas asf obtenidas se lavaron en SAF y se centrifugaron
a 500 g durante 3 min, repitiendo este lavado en tres
ocasiones. Por Gltimo, se decanté el sobrénadante y se
adicionaron 5 ml de medio de cultivo con el cual se re=-
susrendieron las células. La cantidad de células obteni_
da se determind con un hemocit8metro (American Optical,
USA), Se sembraron para cada experimento 8 x 106 células
por caja de Petri desechable (Vela plastic, Mex) y se
mantuvieron en cultivo durante 4 dias.

PREPARACION DE LA INMUNOGLOBULINA G (IgG).- Se diluy8 in
munoglobulina G (7s IgG, Cordis Labs, USA) en SAF a 1:
1600, Se guardaron 4 ml en tubos de ensaye estériles y se
conservaron en congelacién a-20°C hasta su uso. Siempre
se utilizé el total de la IgG dilufda, una vez congelada.
PREPARACION DE ERITROCLITOS SENSIBILIZADOS CON ANTICUERPQO.
Se emplearon eritrocitos de carnero que sa extrajeron de
la yugular y se colocaron en Alsever 1:1 (ap&ndice 3) en
condiciones de esterilidad. Los eritrocitos obtenidos se
almacenaron a 4°C durante una semana, antes de su uso y
nunca después de 5 semanas,

Para la sensibilizacién de los eritrocitos se lavaron con
SAF, mediante centrifugacién a 500 g durante 3 min en 3

ocasiones; después de lo cual se decantd el sobrenadante



¥ las células sanguineas se resuspendieron en SAF en

una preparacién de 4 ml por cada mililitro de eritroci=-
tos en la solucién de Alsever utillzadc ; posteriormente
seoagregé un volumen iqual de IgG al utilizado de SAF,
Esita mezcla se resuspendié y se incubd en Bafio Maria a
37°C durante 30 min, obteni&ndose eritrocitos cubiertos
con anticuerpo. Los eritrocitos cublertos con anticuer-
po as!{ obtenidos se lavaron en SAF por centrifugacidn a
500 g por 3 min, con el objeto de retirar el I4yG exceden
te. Esta operacibn se repitif cuantas veces ful necesa-
rio hasta que el sobrenadante fuera incoloro. Finalmente,
se resuspendieron los eritrocitos sensibilizados con el
antigenc en el doble del volumen de SAF utilizando para
su preparacifn y se almacenaron a 4°C hasta el momento

de su uso y nunca despufs de 5 dias.

OBTENCION DE SUERO FRESCO DE RATON.- Después de sacrifi-
car a los ratones, se les extrajo del corazén ( mediante
puncién con una jeringa estéril de 1 ml) la mayor canti-
dad de sangre posible; se coloc6 en un tubo de ensaye y
se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 15 minlpg
ra que se formara el codgulo, después el tubo se colocé
en hielo durante una hora, con el propdsito de lograr la
retaccién del codgulo; se separ$ de las paredes del tubo
con la ayuda de una pipeta y se procedi6 a centrifugar a
1000 g durante 15 min. Finalmente, el suero se recolect6
en otro tubo y se diluyé 10 veces en SAF. Esta fuente del
complemento, siempre se utilizd inmediatamente para la
preparacién de eritrocitos sensibilizados con anticuerpos
y complemento,

PREPARACION DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON ANTICUERPO
Y COMPLEMENTO.- Se mezclaron partes igquales de eritroci -
tos, activados y sensibilizados con anticuerpo, y de sue-
ro fresco de ratén dilufdo 1:10 en SAF y se incubaron en
Bano Marfa a 17°C durante 30 min, obtenitndose de esta for
ma eritrecitos sensibilizados con anticuerpo y complemen-
to. Estos eritrocitos se lavaron por centrifugacifn a 500

g durante 3 min con 1-2 ml de SAF, con ¢l obijeto de reti-



rar exceso de complemento nd adherido a los eritrocitos
activados. El proceso de lavado se repitid cuantas ve -
ces fué necesario hasta que el sobrenadante fué incolo-
ro. Por Gltimo, se resuspendieron los eritrocitos en un
volumen de SAF igual al utilizado originalmente de eri-
trocitos activados, conserv&ndoseles a 4°C hasta su uso,
Los eritrocitos sensibilizados con anticuerpo y comple-
mento, se utilizaron inmediatamente y nunca mis después
de dos dfas de su preparacién.

DETERMINACION DE RECEPTORES DE MEMBRANA POR FORMACION DE
ROSETAS DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON ANTICUERPOS Y
ERITROCITOS SENSIBILIZADOS CON ANTICUERPO Y COMPLEMENTO.
Se incubaron las células de médula &sea de ratén, en pre
sencia de los diferentes medios condicionados que se de-
seaban probar como fuentes de los factores inductores a
la formacifn de receptores Fc y C3 (Medio condicionauo
por pulm&n humano endotéxico y sueros humanos enfermos
con diferentes tipos de leucemias), Al término de 4 dias
de incubacibn se revisaron los cultiveos al microscopio
invertido y despu&s de comprobar visualmente el estado de
&stos, se procedif a separar las células adheridas a la
superficie de cada cultivo mediante el uso de un gendar -
me de hule y, junto con las células que se encontrabanen
suspensién, se colocaron en tubos de ensaye y se lavaron
3 veces en SAF mediante centrifugacifn a 500 g durante 3
min; enseguida del Gltimo lavado, se deseché el sobrena-
dante y se acondicion8 1 ml de SAF. Una vez'resuspendidas
las células, se procedif a la separacién de 2 partes iqua
les para sendas pruebas de rosetas Fc y C3. Enseguida se
afladieron 100 ml ya sea de eritrocitos sensibilizados con
anticuerpo o de eritrocitos sensibilizados con anticuer-
pos y complemento y se mezclaron con las células; poste -
riormente se centrifugaron a 500 g durante 3 min. Después
de una incubacibn de 30 min en Bafio Marfa, se resuspendie
ron las c&lulas con suavidad para finalmente determinar

el porcentaje de rosctas formado. Se congiderf comorousers-
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aquel leucocito que tenfa adherido mé&s de tres eritroci
tos a su membrana celular. La evaluaciones del porcenta
ju de las cé&lulas con receptores de membrana, se hicie-
ron al contar un minimo de 200 c&lulas. En todos los ex
perimentos se colocaron cultivos que no contenfan nin -
ygtin medio condicionado como control negativo.

MEDIO CONDICIONADO POR TEJIDO PULMONAR HUMANO IN VITRO,
Ll tejido se obtuvo de un caddver sin patologfa pulmonar
evidente, dentro de las primeras 6 horas siguientes al
deceso, previa autorizacién de los familiares. Se mantu
vo en medio de cultivo para su transporte y se fracciond
y colocé en tubos de ensaye adicionindoles 10 ul/ml de
LPS como tratamiento endotfxico; se mantuvieron en incu-
bacifn durante 48 horas a 37°C, después de lo cual se co
lectaron s6lo los medios de cultivo, se prob6 su esteri-
lidad y se conservaron a - 20°C hasta el momento de su
utilizacién,

CROMATOGRAFIA POR FILTRACION MOLECULAR.- Para la separa-
cién de moléculas del medio condicionado del pulmén huma
no endot6xico, de acuerdo a su masa molecular, se empled
una columna (K9/30) empacada con ultrogel AcA-54, para
masas moleculares de menos de 70000 daltones. Ademdis, con
la finalidad de desalinizar el medio condicionado previo
a su utilizacién en la prueba de electroenfoque, se empa
cé una columna K26/100 en Sephadex G-50. Las columnas se
eluyeron con Tris-HCl (50mM) y NaCl (0,15M), a un pH de
7.7 con un flujo de 4 c¢m por hora dado por una bomba pe =
rist8ltica (LKB Suecia) y a una temperatura de 4°C,

El volumen que se utilizé§ inicialmente fué 4 ml del medio
condicionado. Las 80 fracciones elufdas, se almacenaron
siempre a - 20°C hasta su uso.

ELECTROENFOQUE.~ Para la técnica de separacifén molecular
basada en el pH isoeléctrico de cada componente del medic
condicionado por tejido pulmonar humano, se utilizf este
medio previamente desalinizado. Se utiliz6 Ultrodex mez -

clado con anfolito de rango amplio (3 a 10). La mezcla se
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extiende sobre una charola de vidrio de 5 x 125 x 260 mm
y para proporcionarle una consistencia adecuada se expar
cen  pequenas cantidades de Ultrodex en polvo. En los ex
tremos de las charolas se extraen tiras de gel de 10 mm,
colocando en estos lugares tiras de papel para electroen
foque, humedecidas previamente en soluciones extremas de
pH {catolito:Etilen diamina 1M; anolito; Acido sulffrico
0.2 M). La charola se coloca en la cfmara de enfriamien-
to del Multiphor (LKB 2117~ 501 KIT USA) la cual se en -
cuentra a 4°C., Para el electroenfoque se utilizarén 30
Watts durante 6 horas. El perfil protefnico se determiné
mediante la aplicacién sobre el gel de un papel filtro
que posteriormente se retira y se lava con dcido tricloroa
cético y se tine con azul de comassie.

Finalmente, el gel se cort6 en 25 fracciones, las cuales
se eluyeron con amortiguador Tris-HCl S0 mM y con NaCl
0.15M a un pll de 7.7. ¥y a 4°C; las fracciones asf obte-
nidas se guardan a -20°C hasta su utilizacidn. A cada
fraccién se le ajusté el pH con NaOH 8 HCl antes del en-
sayo biolégico,

Todos los reactivos y equipq utilizado en las técnicas
bibquimicas fueron de Pharmacia Fine Chemicals, Suecia;
a menos que se indique lo contrario.

CONFIABILIDAD DE RESULTADOS.~ Todos los experimentos rea
lizados en este trabajo, se repitieron un minimo de dos
veces y siempre por duplicado.

Para todo experimento se incluyé un bioensayo sin suero
o sin medio activador como control negativo.



RESULTADCS,

INDUCCION A LA APARICION DE RECEPTQRES Fc Y C3 EN CELU -
LS DE MEDULA OSEA POR SUERCS HUMANOS NORMALES,

Con la finalidad de determinar la existencia del factor
inductor a la formacidh. . de receptores Fc { FcRI ), en
sueros humanos normales ( SHN ), se cultivaron células
mieloides murinas en presencia de estos sueros.

Al ensayar 100 ml de cada uno de 6 SHN, en las células

de médula 6sea se encontr8 que sélo uno de ellos indujo
una aparicién significativa de rosetas Fc ( Tabla 1 )}

por lo que se considerd§ pertinente el analizar, en las
mismas condiciones de cultivo, un segundo lote de 8 SHN
para determinar si existfa otro suero con ac:ividad indu
tora. Sin embargo, en esta ocasifn y con la finalidad de
tener un estudio mds completo se avalud la existencia en
estos sueros, del factor inductor a la aparici€n de recep
tores C3 { C3RI ). As{mismo, se crey$§ conveniente el en -
sayar nuevamente el suero del donador gque en el primer lo
te habfa presentado actividad de FcRI, para verificar si
en esta sequnda toma se presentaba también dicha activi =~
dad. En esta ocasifn se encontr§ gue también en este se -
gundo lote habia un suero con actividad inductora de re -
ceptores Fc ( Tabla 2 ), Cabe hacer notar que este suero
result® mucho mds activo que el suero encontrade en el
primer lote. El SHN # 6 resultS en esta ocasién carecer
de actividad inductora tanto para receptores Fc como para
receptores Cj. Es interesante el hecho de gue al entrevis
tar a oaste donador sobre su estado de salud al momento de

tomarie las dos muestras, manifoest® que s6lo en la prime-



PORCENTAJE DE ROSETAS Fc INDUCIDAS
05ZA POR SUEROS HUMANOS NORMALLS.

Suero No. -
1 13
2 13
3 13
4 13
5 13
6 13

o
%]

TABLA T .

14

15

10

13

19

EN CELULAS DE MEDULA

10

10

10

1o

<]

11

12

17

El signo ( - ) representa el valor promedio del control

utilizado durante el experimento.

Los signos El Y E2 ) representan el valor promedio de

los dilerentes sueros probados,

L)
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ra toma tenfa un cuadro de faringoamigdalitis que durs -
aproxinadamente 10 dfas ( Tabla 2 ).

En vista de gue encontramos un sequndo SHN con cantidades
considerables de FcRI y C3RI, se crey$ conveniente conse-~
quiLr y probar una sequnda muestra de éste. Utilizando 100
pl de esta segunda muestra, el resultado fué que se repi-
t16 el mismo comportamiento inducter y al realizarle el
mismo tipo de entrevista sobre el estado de salud de este
Jonador al momento de las tomas, manifest6 no haber teni-
do ninguna enfermedad aparente y agregd ser una persona
extraordinariamente sana y que en los Gltimos afios no ha=-
bfa padecido ni siquiera algGn tipo de infeccibn viral -
{ Tabla 2 ).

INDUCCION A LA APARICION DE RECEPTORES Fc y C3 EN CELULAS
MIELOIDES MURINAS POR SUEROS PROVENIENTES DE PACIENTES
CON DIFERENTES ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS.

Una vez estudiado el comportamiento inductor de los SHN,
se considerd conveniente el realizar el ansayo con sueros
humanos de enfermos con diferentes tipos de leucemias

{ SHL }, con la finalidad de detectar la posible presencia
de los factores diferenciadores FcRI y C4RI. La eleccidn
de los sueros de leucémicos, obedeciS al hecho de que se
sabe que tanto los granulocftos como los macréfagos son
productores de estos factores y que en una alteracidn en
donde se involucren estos tipos celulares, pudiese haber
un cambio significativo utilizable para fines diagnSsti -
cos. Por tanto, se utilizaron sueros de pacientes con leu
cemias mielociticas agudas ( LMA ) en sus variedades Mj ,
M2 , M3 y My ; sueros de pacientes con leucemia granulo-
cftica crénica ({ LGC ); as{ como sueros d¢ pacientes con
leucemia linfocftica aguda ( LLA ).

Vtilizando 100 1 de los SHL con LMA y LLA, se encontré
sue, de los sels sueros de paclentes con LMA en su varie

iad My que se probaron, cinco indujeron la aparicifn de



TABLA 2 ,

PORCENTAJE DE ROSETAS Fc Y C3 INDUCIDAS EN CELULAS DE
MEDULA OSEA POR SUEROS HUMANOS NORMALES,

-~ PC C3

Suero No. - E, - E - B D - EZ
7 22 21 5 7 30 3006 6
8 22 22 5 8 30 21 6 2
9 22 19 5 6 303 6 5
10 22 20 5 5 30 30 6 12
11 22 25 5 1 30 296 5
12 22 19 10 7 30 27 6 4 -
13 22 19 s 8 30 27 6 1
14 8 37 22 35 30 34 5 34
6* 22 25 12 11 30 28 .16 9
14% 18 24 5 12 11 15 8 12

* Sueros probados en su segunda muestra,
-~ Valor promedio del control del experimento.
E Experimentos realitados en diferentes tiempos.
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un alto porcentaje de receptores Fc, No se detect§ acti -
vidad en ninqguno de los sueros de pacientes con IMA en M2
y s6lo se obtuvo actividad en uno de los dos SHL con LMA
en M3 ensayados. Por filtimo en los SHL con LMA en la va -
riedad My se encontr6 que en unc de los cuatro sueros hu-
bo actividad inductora. Para ninguno de los SHL con LLA
se detect6 actividad inductora de receptores Fc ( Tabla 3)
Para el caso de la actividad inductora de a aparicién de
receptores C3, se obtuv8 gque ninguno de estos SHL la pre—
senté.

Por otro lado, al utiliza 100 ul de cada uno de los ocho
SHL con LGC y de dos con LGC en crisis blistica para eva-
luar la aparici6n de receptores Fc, se obtuv§ que en sie-
te los ocho con LGC se detect§ actividad inductora mien-
tras que ninguno de los LGC en crisis bl&stica presenta -
ron dicha actividad. Es interesante hacer notar que el -
SHL con LGC que mostr6 actividad inductora, pertenece al
mismo paciente del que meses después recibimos una mues -~
tra clasificada como de paciente con LGC en crisis bl4sti
ca ( Tabla 4 }.

Cuando de efectu$ el ensayo en las mismas condiciones pa=-
ra detectar la induccién a la aparicién de receptores C3,
se encontr6 que todos los SHL con LGC posefan actividad -
inductora . Al igual que para FcRI, ninguno de los LGC en
crisis bldstica presentd actividad de G3RI ( Table 4 ),

DETERMINACION DE PESO MOLECULAR DE LOS FACTORES FcRI Y
C,RI_CONTENIDOS EN MEDIO CONDICIONADO POR PULMON HUMANO.

Una vez determinada la existencia de F¢RI y C3RI tanto en
sucros humanos normales como en sueros humanos provenien=-
tes de pacientes leucémicos inicié la deteccifn y caracte
rizacifin de ambos factores, Debido a que el suero es un

flufdo con alto contenide proteintee,la purificaecién de -
ambos factores a partir de €1l serfa mds compleja que sise

dispone de aldquna otra fuente sin suero. Ya que eon traba-



TABLA 4

PORCENTAJE DZE ROSETAS Fc Y C3 INDUCIDAS EN CELULAS DE
MEDULA OSEA POR SUEROS HUMANOS DE EMFERMOS CON LGC.

Fe . c

suero No. - g - E - E ’ - E
32 4 20 10 14 9 21 8 14
33 10 22 17 30 8 16 18 26
34 16 21 17 28 13 16 18 24
35 5 12 5 12 8 8 7 8
36 9 15 18 238 8 18 11 20
37 4 16 5 12 8 8 7 8
38 11 20 14 21 15 15 16 16
39 1l 10 10 11 15 14 16 15
40 * 17 17 11 12 18 17 15 10
39/ %+ 17 15 10 7 18 18 16 20
* Suero humano leuc&mico en crisis blastica,
b Suero humano leucémico en crisis bliastica, segunda

muestra del paciente No. 39.
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jos anteriores se ha informado de la prescencia de ambos
factores inductores en medio condicionado por pulmdén en -
dot6xico de rat6n, se procedié a obtener y probar un me -
dio condicionado por tejido pulmonar humano, sometido a
tratamiento endotéxico in vitro { 10 ul /mg de LPS ) en
ausencia de suero. El tejido provino de un caddver si pa
tologfa evidente y fué obtenido dentro de las primeras 6
horas siguientes al deceso, previa autorizacién de sus -
familiares.

Para determinar el peso molecular de los factores FcRI y
C3RI contenidos en el medio condicionado por pulmén huma
no se procedié a efectuar una cromatograffa a 4 ml de di
cho medio en una columna calibrada de Utrogel Aca~54, se
recolectaron 80 fracciones de 5 ml y al utilizar 0.5 ml
de cada una para inducir la aparicidén de receptores en -~
células de médula Ssea murina, la actividad de FcRI se -
obtuvé en un pico principal cuyo volumen de elucién co -
rrespondié a un peso molecular de 10500 daltones; asfmig
mo, se detectd la presencia de un pico menor también con
actividad de FcRI que eluye en un volumen correspondien~
te a 7500 daltones ( Fig, 2 ).

La actividad de C3RI se detect6 en el eluido de la colum
na de Ultrogel como Gnico pico en el volumen que corres-
ponde a un peso molecular de 15000 daltones ( Fig. 2 ).
La relacién peso molecular-volumen de eluc-ién, se obtu
vo al comparar los factores con protefnas de pesos mole-
culares conocidos. Las proteinas utilizddas como patrones
fueron: Albfimina de suero bovino { 67000 daltones ) , ovo
albCmina ( 43000 daltones ), media hemoglobina de bovino
( 37000 daltones }, - Lactoglobulina ( 35000 daltones ),
mioglobulina de caballo ( 17000 daltones ), citocromo C
de equino ( 14000 daltones ), mioglobina ( fragmento 1 de
BrCN, 8000 daltones ) e insulina bovina ( 5800 daltones )
( Fig. 3 ).
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RESUMEN,

El ser humano requiere de la existencia de mecanis -
mos reguladores de la proliferacién y diferenciacién de
las células que intecran su tejido hematopoyético, para
un funcionamiento ncrmal, Estos mecanismos dependen de
una delicada y compleja interaccién entre células y fac-
tores humorales. Entre los factores conocidos, el mis es
tudiado es el inductor a la proliferacifn y diferencia -
¢ién de granulocitos y macréfagos, llamado MGI.

Recientemente se encontré que para que una célula
mieloide llegue a una diferenciacién completa, es indis -
pensable la interdcci®n de otros factores; entre &stos se
encuentran al FcRI y C3Rl los cuales tienen la funci6én de
inducir la aparicifén de receptores Fc y C3 en las membra-
nas de las c8lulas mieloides. Se ha encontrado que la pro
duccifén de MGI, FcRI y C3RI es llevada a cabo por los ma-
cr6fagos, lo cual indica la posible existencia de un meca
nismo de autorregulacién de este tipo celular.

Cuando existe alguna falla en los mecanismos de requ
lacifn homeost&tico, se presentan las diferentes enferme-
jades hematol8gicas., Estas fallas pueden ser debidas a va
riaciones en la produccién de los factores regquladores, 6
jefectos celulares que impidan la acc¢ibn reguladora, como
=n el caso de la leuceria.

Con la finalidad 4e determinar los niveles de FcRIL y
Z3RI en el torrente sangyufneo humano, se evaluaron &stos
2n sueros pravenientes <4e donadores nermales. Con excep -
zi6n de dos suerags, se =ncontr$ que en general hay nive -
~es semejantes de FCcRI y C4RI en el ser humano normal. En

.m0 de los sueros probados el donador pasaba al momento



del oxperimento por un cuadro infeccioso, lo cual puede

explicar este aumento; posteriormente, al obtener nueva-
mente sucro de esta persona, se encontraron valores seme
jantes al valor promedio. En otro caso, se mantuvo un va
lor elevado de FcRI y C3RI alin despufs de tres tomas se-
aradas por varios meses; el (Gnico dato sobresaliente de
este Gltimo donador, es que manifest6 ser una personha que
nunca se enferma. Esto lo interpretamos come una conse -
cuencia de su alto nivel de factores inductores de la -~
respuesta inmune.

Posteriormente, con la finalidad de contribuir al en
tendimiento de los mecanismos requladores asociados con
leucemias, asi como por su posible valor diagnéstico, se
determinaron los niveles de FcRI y C3RI en sueros de pa-~
cientes con esta enfermedad, Se encontr6 gue Gnicamente
en las leucemias agudas tipo M3 y M4 existfa una pequena
elevacién de FcRI y que en la Leucemia, Granulocftica Cr6
nica { LGC ) el aumento era alin mayor, ademds de presen -
tar en estos casos altos niveles de C3RI. Estos resulta -
dos se pueden interpretar en base a que en las leucemias
de tipo M3 y My existen c&lulas del tipo monocitico lo su
ficientemente maduras como para producir niveles aumenta-
dos de Fc Rl y que en la LGC este nivel es mucho mayor por
ser ésta la leucemia con mayor nlmero de c€lulas monociti
cas diferenciadas.

Es importante hacer notar gue al estudiar sueros de
pacientes con LGC en crisis bldstica se encontr® que no -
existe ningdn aumento de Fc RI y C3RI con respecto a con-
troles normales, obviamente estos resultados tienen impli
cacién diagnfstica, sobre todo en un caso de LGC en donde
se detectd una disminucifn de FcRI y C3RI antes de que se
diagnosticara morfolSgicamente el paso hacia la fase de
crisis blistica.

Por Gltimo, con la finalidad de determinar las propie
lades molecualres de estos factores en el ser humano, y po’

ier disenar una posible purificacién bioguimica, se deter-



INTRODUCCION,

En la mayoria de los tejidos de los mamfferos, las célu-
las que los conforman se encuentran diferenciadas y por
lo tanto muestran poca evidencia de proliferacién y auto
renovacién., No obstante un grupo pequefio de cé&lulas tanto
de la mucosa gastrointestinal, como de la piel y del te-
jido hematopoy&tico , tiene la capacidad de proliferar y
diferenciarse continuamente hacia células maduras ( 1 ).
El funcionamiento de un organismo pluricelular requiere
de sistemas de control y recambio para realizar sus fun-
ciones especfficas. Por ejemplo, la sangre es un sistema
homeost&tico importante en el cuerpo ya que distribuye
calor, acarrea gases respiratorios, nutrientes y dese -
chos; fluye a través de sensores especi{ficos capaces de
reqular a factores tales como tensifn osmbtica, pH, tem-
ﬁeratura y algunos niveles hormonales. La sangre contie -
ne los agentes celulares y humorales que controlan los
efectos de tumores e infecciones en el cuerpo { 2 ).
Aproximadamente el 45 % del volumen sangufineo consiste en
eritrocitos, el 1 % esta formado por plaquetas y leuco -
citos: linfocitos monocitos y granulocitos ( neutr8filos,
eosinéfilos y bas6filos); el resto del volumen sangufneo
lo conztituy =21 plasma, el cual es una sustancia rica en
proteinas y se le considera el lfiguido intercelular (2).
El tejido hematopoy&tico presenta un ancestro comfin o cé-
lula madre, la cual en el camino de la proliferacitn y di
ferenciacién in vivo, se encuentra bajo la influencia de
muchos factores del medic ambiente local, entre los cuale
podemos incluir los aspectos hormcnales y ontogénicos, la

concentracién de vitaminas y otras sustancias biolbgica -



mente activas, asi como la interacién con células seme-—
jantes © bion con otras diferentes ( 3 ).

La existencia de ama c6lula hematoﬁoyética precursora de
eritrocitos, leucocitos y plagquetas ha sido un tema de
constante experimentacifn en hematologfa (1 ). La posi
ble 2xistencia de c@lulas hematopoyéticas repobladoras
tué establecida, en los primeros anos de la dé&cada de

los 30s, mediante estudios en ratones irradiados letal-
mente ( 4-7 )., Posteriormente, se aportaron fuertes evi
dancias de la existencia de una célula hematopoyética
precursora al experimentar con ratones fuertemente irra
diados, los cuales morfan por pancitopenia. La muerte

de estos animales podia evitarse con el suministro de
una suspensién de células provenientes de la médula 6sea
de animales sanos. Los animales asf{ tratados sobrevivian
mostrando en su brazo nddulos fue representaban pequehas
colonias de células de todo tipo de cé&lulas sanguineas ,
las cuales fueron llamadas formadoras de colonias del
bazo ( CrPU-S ; del inglés "colony forming unit spleen’

( 8 )u E1 carlcter clonal de estas colonias fué demoétpg
do por medio de marcadores cromosémicos inducidos por ra
diaci®én { 9 ).

La relacién de los linfocitos con la CFU-S ha sido tema
de controversia puesto que se ha demostrado que los pro-
genitores linfoides no se encuentran en las colonias del
bazo, lo que sugiere la existencia de una c&lula precur-
sora comdn mis primitiva, llamada precursora comn de la
unidad formadora de colonias linfoides y mieloides (CFU-
L-M ; del inglés " lymphoid-myeloid colony forming unit
caommon progenitor ") ( 10-12 ). Se postula que la CFU- LM
da origen a los precursores linfoides y a la CFU-S que a
su vez d¢enera a los progenitores de los granulocitos, mo
nocitos, eritrocitos y plaquetas (1 } ( Fig. 1 ).
Asimismo se aportaron técnicas para el crecimiento in vi-
tro de las células precursoras de los clementos de la mé
dula &sea. Mediante =1 cultive de células mieloides en

medios adaptados, se ha registrado la presencia de cé&lu-
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las madres precursoras comprometidas o especializadas

( CFU-C; del inglés "colony forming unit culture" ) ca-
pacaes de originar in vitro colonias mixtas de polimorfo
nucleares y macréfagos { 13 ). Asimismo se ha encontra-
do células madre cspecializadas que generan eritrocitos
en presencla de eritropoyetina ( CFU-E; del inglés "ery
throid colony - forming unit” ) ( 13-15 ) o células pre-
cursoras de megacariocitos que dar&n lugar a las plaque
tas ( CFU=-M; del inglés " colony forming unit- megaka -
rvocyte " ),

En los ensayos clonales in vitro para células precurso-
ras de granulocitos-mocitos-macréfagos, se ha observado

gue la proliferacién requiere de la presencia obligada

de un factor llamado colony stimulating activity
( CSA ) ( 16-20 ), también llamado " colony stimulating
factor " (CSF} ( 21-23) o "macrophage and granulocyte in
ducer” ( MGI ) ( 24-25 ) y que probablemente tiene rela-
cidn con el llamado "macrophage growth factor" { MGF )

( 26 ).

El MGI es una sustancia normalmente producida por varios
8rganos del cuerpo y dependiendo de la fuente de que se
trate puede encontrarse en cantidades mayores o menores
(27). '

Los receptores de superficie son de importancia obvia pa
ra la actividad biol8gica de los leucocitos. Los recepto
res de membrana caracteristicos de la actividad biol6gi-
ca del macré6fago, son los receptores para la porcifn Fc
de la IaG, receptores para el complemento y receptores
no especi{ficos denominados también receptores para sus -
tancias extranas ( 28 }.

Aparentemente, la funcifn de los receptores de superficic
en los leucocitos, consiste en incrementar la respuesta
inmune celular. Los estudios hechos recientemente acerca
de La morfologia de la interaccién linfocito-macréfago en
la respuesta inmune a un antfgeno dado, proporcionan una

oportunidad d« poder correlacionar la estructura y fun -

cifdn en oste aspecto de la inmunidad ¢ 28 ).



Las inmunoglobulinas han sido escecificamente relaciona
4as con los antrfgenos ( 29 ) especialmente la inmunoglo
talina G (I9G) y con el complemernto ( 30, 31 ). La IgG
sola y la inmunoglobulina enlazada a componcntes del com
clemento han aportado mucho al conocimiento de la selec-
vividad de la adherencia macrofigica ( 32 ). El papel
i1 anticuerpo en la fagocitosis selectiva mediada, de -
zenden de la unidn de una regifn del anticuerpc a un re
zeptor o sitios de reconocimiento en la superficie del
macr6fago, ]

Entonces la molécula de IgG aparentemente se une inmung
=specificamente a los organismos a través de su porcién
variable de su reqifn Fab y a la superficie macrofégica
vi{a su regién Fc { 33, 34 )., Los receptores para la re-
gién Fc de la IgG en la superficie de los macréfagos son
importantes para el combate de las infecciones parasita-
rias ( 35, 36 ), Ademds de su funcidn en la eliminacién
de agentes extranos, los receptores Fc funcionan en la
eliminacién fisiol6gica de eritrocitos viejos por medio
de los macrb6fagqgos ( 37 ). Estos eritrocitos son sensi -
bilizados o cubiertos por inmunoglobulinas autSnomas in
;335, promoviendo consecuentemente la fagocitosis por
macr&fagos hep&ticos y del bazo ( 38-40 ),

La presencia de receptores para Fc com@inmente se demues_
tra por medio de la técnica de formacién de rosetas eri-
trocitarias { 28 ). Cuando un anticuerpo cubre a los eri
trocitos, Séstos se unen a la superficie de los leucocitos
dando lugar a lo que se ha denominado roseta, la cual se
considera com~ aquella célula con mis de tres eritrocitos
adher wdos a su membrana ( 41 ).

Se har mancionado otras técnicas menos comunes para la
valoracién de estos receptores con fluoresceinatos de an
ticuerpos { 42 ) o por medio de radinis8topes ( 43-45 ),
La afinidad de los macr&fagos por complejos de antigenos
con IgG ha sido caracterizada, e ind:ica que los enlaces
en -:1 receptor devenden de un ndmere Sinito Jde sitiog ac

tivos. Los complejos inmunes se combinan mis Svidamente,
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en cambids conformacicnales en Los componentes

C8y, 50 ).

El receptor Fo une varias subclases especificas del 130G,
G (51 ), IgG

irzluyende las sulxlases Ig 1 © IgG e IgG

3
{ 22 ) y posiblemente la subclase IgC

2A
y en el ratédn ( 53

Derzendiendo del método empleado y de la especie que se exa

el macréfago posee aproximadamente 105 receptores en
su membrana. Mediante el complejo soluble peroxidasa-anti-
varoxidasa, se ha podido demostrar que hay mayor nimero de
recezptores en los macrdfagos que en los granulocitos, los
zuales a su vez presentan una frecuencia mayor de tales re
certores que los linfocitos ( 54 )., El receptor para Fc es
ernsible a la digestibn con fosfolipasa y para su actividad
depende de un componente lipidico ( 28 },

La regeneracifn o conservacibn selectiva de estos recepto~
res después de la unidn con complejos immunes puede ser un
fenbmeno que se relaciona con el tamafio 0 la cantidad total
del material ingerido ( 55 ).

Los receptores para el complemento, presentes en la membra-
na del macr8fago, tienen una funcibn importante en la eli-
minacidn de los patbgenos invasivos. Estos receptores estan
involucrados en la defensa del hospedero. Laa adherencia se-
cuencial de los productos del complemento,da lugar a partir
del tercer componente. a una mayor susceptibilidad para la
ingestiBn en estas células ( 56 ). En pacientes con una de-
ficiencia hereditaria o metabolismo anormal de receptores
Cy, se evidencia la importancia biolbgica de este sistema.
Estos pacientes son susceptibles a infecclones bacterianas
recurrentes { 57, 58 ), puesto que se disminuye la capaci-
dad opsonizante del suero; ordinariamente estas infeccicnes
pueden ser controladas por los fagocitos en presencia de
suero normal ( 59 .

El sistema del complemento es un conjunto de proenzimas

de origen ylicoproteico, que se encuentran en la sangre



de todos los vertebrados en forma inactiva ( 60 )., Cong
tituyen aproximadamente del 10 al 15% de las proteinas
séricas. Este sistema es activado en forma de cascada:
una proenzima es transformada a enzima y &sta a su vez
actfa sobre la siquiecnte proenzima transformindola a en
zima y as§ sucesivamente ( 60 ).

La activacién del complemento puede llevarse a cabo por
dos vias : una via cldsica, que es a través de una reac
<i6n ant fgeno-anticuerpo ( mecanismo especifico ), en
donde el anticuerpo es fijador del complemento. La otra
forma de activacién es conocida como via alterna o via
de la properdina; esta via es considerada como un meca-
nismo de resistencia no especifico ( 60 ).

Los receptores del complemento se encuentran, entre otros
en los leucocitos, en los eritrocitos de primatesyen las
ctlulas. epiteliales de los glom&rulos renales ( 61 ),

Es posible que los receptores para el cohplemento estén
implicados en la inhibicién de la migracién de los macré
fagos por medio de endotoxinas ( 62 ). Dicha influencia
podria se efectuada por factores gue se sabe son genera-
dos por el complemento y el sistema de coagulacién san -
gufnea, los cuales pueden actuar sobre la membrana plas-
mitica para inducir la activacién de los macréfagos (gBL
Entre las técnicas para la deteccifn y cuantificacidn

de receptores para el complemento, se encuentra la técni
ca de rosetas, utilizando para este £in eritrocitos sen-
sibilizados ( cubiertos con anticuerpo ) nds suero como
fuente del complemento ( 64 ). Se sabe que los eritroci=~
tos cubiertos con IgM son incapaces de unirse a los ma-
créfagos, pero cuando estos eritrocitos son incubados en
presencia de suero fresco, la unién puede existir ( 56 =
65 ).

Las numerosas observaciones de la membrana de los macrs-
fagos indican que existe un nlmero relativamente pequeno
de receptores de alta afinidad para el complemento ( 66 ).
Memis, existen evidencias de gque la unidn del complemen-

to requiere de la presencia de magnesio ( 67 ). De lamis



~a forma s¢ ha observado que este tipo de receptores es
ze2nsible a la tripsina ( 68 ).,

~a maduracidn gradual de las células hematopoyé&ticas ha
s:do caracterizada tradicionalmente por una serie de
z2mbios en la mofologfa celular. No obstante, se ha tra
zajado poco para definir la diferenciacién de los leuce
citos ¢n relaciSn con la aparicién de receptores sobre
sus membranas, ya que las c&lulas precursoras van adqui
riendo marcadores a medida de que se diferencian ( 69 ).
Estudios recientes han evidenciado la existencia de un
factor inductor de la aparicién de receptores para Fc

( FcRI ), el cual se obtuvé a partir de una linea celu-
lar de tipo macréfagico mantenida in vitro y activada
por lipopolisaciridos de origen bacteriano { LPS )., Ade
mis se encontr& que este factor pierde su actividad bio
l¢gica al ser sometido al tratamiento proteolf{tico y al
calor, lo cual indica que es de naturaleza proteica (70),
Asimismo, se ha encontrado un factor inductor de la for_
macién de receptores en C3 ( C3RI ) en medio condiciona
do de pulm8n murino endot6xico ( 71 }. Se aport8 que el
C3RI es sensible a la tripsina y termoldbil; es decir,
es de naturaleza proteica y es independeinte del factor
inductor de macr6fagos y granulocitos { MGI ) ya que es
te no induce a la formacifn de colonias al utilizar la
técnica en bicapa de agar. Asimismo, se ha identificado
a las células monoctfticas como las productoras de los
factores FCcRI y C3RI ( 72 ) lo cual implica un posible
mecanismo de autorregulacién de induccibn de receptores
Fc y C3 en leucocitos.

En la actualidad se conoce parcialmente como act@an algu
nos de los factores diferenciadores y promotores de la
proliferacién del tejido hematopoyético ( 73 ), pero so
lamente puede suponcerse por analogia la accifn de otros,
ya que en un sistema tan complejo como el organismo vi-
vo, 2s diffcil, y ha sido casi imposible, evaluar y deter
minar cuantitativamente el papel de cada factor en la

Nistogdnoesis de los tejidos hamatopoy€tico y linfoide (74),
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Se ha encontrado que la acci6én de los factores sobre la
proliferaci6n y diferenciacifn, se encuentra contrarres
tada en el organismo por otras sustancias con propieda
des inhibidoras. Por ejemplo, se ha reportado que la pre
sencia de lactoferrina inhibe la proliferacién de granu
locitos y macr6fagos ( 75-81 ), de la misma forma se ha
investigado la accién inhidora de sustancias como las
prostaglandinas, las chalonas y otras moléculas prove -
nientes de medios condicionados con cé&lulas maduras { 17,
77, 80, 82, 83 ) . En consecuencia, se piensa que exis-
te en el organismo un mecanismo de regulacién tanto pa-
ra el aumento de la producci8n de elementos sangufneos
como de su inhibicifn; por lo que cualquier desestabili-
zacién de este sistema lleva al organismo a una hiper §
hipotrofia en las rutas de la proliferacién y diferencia
cién celular dando origen a las enfermedades como la leu
cemia. ‘ '

La leucemia es una enfermedad neopldstica de los tejidos
linfoide y hematopoyético, la cual se encuentra propadgda
en un organismo al momento de su diagnSstico. Puede afec
tar cualquier tejido del cuerpo, pero debido a que siem-
pre se ve afectada la médula &sea, es en este tejido en
el que se puede diagnosticar su existencia ( 84 ).

Se tiene reportes de pacientes con sintomatologia leucé
mica desde los tiempos de Sécrates, esto es, anemia, gra
nulocitopenia y trombocitopenia asociada con esplenomega
lia y linfoadenopatfa, sin embargo, no es sino hasta la
segunda mitad del siglo 19 cuando se reconoce a la leuce
mia como una enfermedad diferente ( 85 ).

Fu& desde 1827 cuando Velpeau ( 86 ), realizé una descrip
cifn detallada de la leucemia en uno de sus pacientes, ha
ciendo notar la consistencia de la sangre y su color blan
quecino; las investigaciones acerca del tema se sucedie-
ron ripidamente, encontrando con Donné& en 1839 un primer
anflisis microsc8pico de la sangre de un sujeto leucémi-
co en el que confundié a los leucocitos como un sroducto

extracelular (pus ) y no como la célula misma ( 37 ).
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Poco después, en 1849, el alemdn Virchow describe la
sangre de sus pacicentes leucémlicos como " e€scasos cor-
plsculos rojos y wuy abundantes cuﬁrpos incoloros o
blancos similares a los existentes en la sangre normal"
por lo que la defini6 como "sangre blanca™ ( 88 ).

En 1847, Virchow introduce el t&rmino de leucemia para
definir a la enfermedad ( 89 ).

Posteriormente, con la introduccifn de nuevas técnicas
de tincifén y el avance en el conocimiento morfoldgico
celular, se proponen varias clasificaciones a los dife-
rentes tipos de leucemias, habiendo entre los hematblo-
gos una dran contrcversia, gue viene a terminar con la
introduccién de técnicas quimicas, bioquimicas, citoge-
néticas e inmunolfgicas en la clasificacién de los dife
rentes tipos y fases de desarrollo de esta enfermedad.
La clasificacién FAB ( Franco-Americano-Britanico } (90)
es el resultado de la conjuncién de criterios de varios
hematSlogos de la &poca actual, en la que se determinan
los diferentes tipos de leucemias como sigue:

LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA ( en ninos ).

Células predominantemente pequeilas, nficleo redondo, rara
vez agrietado, cromatina homogénea, nucleolos inconspi-
cuos, Citoplasma moderadamente basofflico, variablemente
vacuolado. No fagocftico. Muchas células son positivas
al suero anti linfocito nulo de leucemia linfocitica agu
da. Alrededor del 2% % de las células tienen marcadores
celulares T. Tiene actividad terminal transferasa,

Este tipo de leucemia se conoce como Li,

LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA { en adultos ).

La linea exterior del nficleo es irregular, a menudo agrie
tada, el patrén cromitico nuclear es variable; uno o mis
nucleolos presentes. Citoplasma moderadamente abundante ,
variablemente basofflico, variablemente vacuolado. No fa
gocftico. Alrededor del 50 % de las células son positivas
al suero anti linfocito nulo de leucemia linfocftica aqu
ja. Alrededor del 25 % tienen marcadores celulares T.

Tiene alta actividad transferasa terminal y pocas células
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tienen cromosomas Phialdelphia.

Este tipo de leucemia se conoce como Ly.

LEUCEMIA TIPO BURKITT.

Las células son predominantemente alargadas, nGcleo de
redondo a ovalado con un borde exterior liso, con uno o
mis nucleolos prominentes.Citoplasma moderadamente abun
dante, profundamente basofflico, vacuolizacién a menudo
prominente. Frecuentemente fagocitico. Negativo al suero
anti linfocito nulo de leucemia linfocitica aguda. Todas
las cé&lulas tienen marcadores celulares B,

Este tipo de lcucemia se conoce como Lj.

LEUCEMIA MIELOBLASTICA SIN FQRMAS DE MADURACION.

Las células son predominantemente blastos no granulares,
El patr6n de cromatina nuclear es delicado, con uno &
mds nucleolos. Citoplasma limitado, raramente con unos
pocos gr&nulos, raramente tienen presentes bastones le
Auer. Este tipo de leucemia se le conoce éomo M.
LEUCEMIA MIELOBLASTICA CON FPORMAS DE MADURACION,

Las células presentan una maduracién superior a las del
estado progranulocftico, cop el 50 % de blastos Yy progra
nulocitos. Las cé&lulas mas'antiguas semejantes a los
blastos, tienen abundante citoplasma, contienen grénulos
azuré8filos y a menudo también bastones de Auer, Los mie-—
locitos, metamielocitos y los granulocitos maduros pue -
den ser granulares. En raros casos, las células son pre
dominantemente eesinéfilas. Algunos casos presentan tam
bién hiperplasia eritroide. '

Este tipo de leucemia se le conoce como Mj.

LEUCEMIA PROGRANULOCITICA HIPERGRANULAR.

La mayorfa de las células tienen citoplasma muy granular,
la tincifn de los grdnulos es variable mente rosa, rojao
pGrpura; com(nmente tiene cuerpos de Auer, a menudo son
bastantes. Una variante de este tipo, esta caracterizada
por células con muy poca granulacibén en el citoplasma y
un nGeleo bilobulado, multilobulado 8 reniforme.

Este tipo de leucemia se le conoce mo M3y,

LEUCEMIA MIELOMONOCITICA.
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Fig. 4
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DETERMINACION DEL pil ISOELECTRICO DEL FACTOR €3RI COUTE-
NIDO EN EL MEDIO CONDIUIONADO POR TEJIDC PULMONAR HUMSNO,

Para determinar el pH isoeléctrico del factor C3jRI conte-
nido en el medio condicionado por pulmén humano, se proce
dif a efectuar un electroenfoque preparativo en cama hory
zontal de Ultrodex, con anfolitos de rango amplio { B en
tre 3 y 9 ); utilizando 25 ml del medio condicionado.

Al utilizar 0.5 ml de cada una de las 25 fracciones obte-
nidas, se encontré unicamente la actividad de C3RI en ia
fraccifn que corresponde al pH isoelé&ctrico de 4.4 ( Fig.
4 ), con una induccibn a la aparicidn de receptores C3 de
21 % en comparacién con el testigo de 10%.
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DISCUSION,

Hasta el momento se sabe de la existencia de varios facto
res requladores de la homeostasis en la sangre de los or-
ganismos y dfa con dia estos factores se van caracterizan
do de tal forma que algunos ya se conocen sus propiedades
tisicoqufmicas y biolégicas, Entre ellos, el MGI { Induc-
tor de macré6fagos y granulocitos ) es uno de los mds estu
diados. En un principio se creyS que este factor era el
causante de la proliferacibn y maduracidén completa de las
células mieloides; sin embargo, recientemente se han des-
crito dos moléculas cuya funcién es la de inducir a la
formacién de receptores Fc ( FcRI } y C3 { CyRI ), comple
mentando de esta forma la accién de MGI. Asimismo se ha
determinado que es el macrSfago el tipo de célula que pro
duce el FcRI y C3RI, indicando con esto la posible exis -
tencia de un mecanismo de autoregulacifén de la inmunofa-~
gocitosis. En este trabajo se informa de la presencia de
ambos factores, en lagunos sueros humanos normales y de =
pacientes leucémicos,

En los casos analizados de sueros humanos normales, en =
nuestras condiciones de cultivo, se puede detexrminar que
existe una gran variabilidad inherente a la especie en -
cuanto a la produccién de estos factores, pero que sin -
embargo, existe un rango en el que se encuentran la mayo-
rfa de los sueros probados,

Jno de los sueros humanos normales en donde de detectd al
tas concentraciones de FcRI fué donado por un individuo
Jue se encontraba enfermo al momento de la toma de sangre
voque en una posterior muestra, tomada una wvez fue salid

fel cuadro de faringoamigdalitis, se encontraron niveles



rormales de ambos factores. Tomando en cuenta que ¢l FeRI
y C4RI son secretados por los macrdfgqos, podria esperar-
s¢ jue en procesos infecciosos haya aumento deo estos fac-
tores ya gque hay por lo geperal un aumento de estos tipos
celulares; en consecuencia, no serfa dificil encontrar al
tas concentraciones de los factores en personas enfermas,
las que por este proceso aumentan su capacidad defensiva.
Por otro lado, también se encontr6 un sélo caso de un in-
dividuo clinicamente sano y que doné dos muecstras en dos
diferentes ticmpos y en las cuales se detect6 una elevada
concentracién de ambos factores. Siendo que esta persona
refirié ser extraordinariamente sana, O sea, no presentar
cuadros de padecimientos: infecciososni de otra naturale-
za, podriamos interpretar que la elevada cantidad de FcRI
Y CjRI en este individuo, le proporcione constantemente -
un mecanismo de defensa immunolSgica: sin embargo, no hay
que perder de vista que podrfa existir alglin otro mecanis-
mo de induccién a la defensa en cste individuo que podria
no haberse detectado en el examen clinico rutinario que -~
se le practics.

Es interesante hacer notar la persistencia de altas con -
centraciones de ambos factores en los SHL con LGC lo cual
nos indica una vez mi&s, que son las células fagociticas
maduras las productoras de FcRI y C3RI. Este razonamiento
se refuerza al no encontrar actividad en los sueros tanto
de un paciente que pas6 de LGC en fase cr6nica a una fase
aguda y en otro en crisis blidstica. El hecho de que los
pacientes que han pasado de LGC a crisis blistica carez -
can de los factores y de que un elevado porcentaje de pa-
cientes con LGC no tienen una gran concentracién de C3RI,
podrfa indicar que en el camino de la diferenciacién celu
lar normal, el FcRI se produce antes que el C3RI. Conside
ramos de importancia ¢l hecho de gque el paciente con LGC
Jue se encontraba en el lfmite del paso a crisis bldstica
no presentaba ninguno de los factores, ya que eosto podrfa

atilizarse come un apoyo gue afine el diagnfstico clinico
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Sin embargo, no hay que perder de vista que la elevacidn del
FePl y C4RI se puede deber a factores mds directamente rela-
cionados con la enfermedad., Para ello se evaluaron estos fac
tores en sueros de pacientes con diversos tipos de leucemias
y como era de esperarse no se encontraron resultados semejan
tes a los obtenidos con LGC. Nuestros resultados mostraron
dnicamente dos casos con una elevacidn del FcRI, uno en una
M, y el otro en una M, . En el caso de la My se puede expli~
car debido a que en este tipo de leucemias se encuentra una
produccibébn de granulocitos importante y en el caso de la M4
la existencia de algunas formas de monocitos mis diferencia-
das. No obstante en los otros cuatro casos de estos tipos de
leucemias, né se presentaron estas varilaciones. Estas diferen
cias, en caso de ser reconfirmadas al ensayar un mayor nimero
de casos, pudiesen contribuir a la determinacidn del grade de
desarrollo de la enfermedad, reflejado en el grado de liferen
ciacifn de las células que la componen. '

En cuanto a la caracterizacifn del factor C3RI, nuestros re-
sultados evidencian por primera vez la secreci8n del factor
C4RI por c&lulas humanas en cultivo bajo estimulo endotdxice
( LPS }; es importante mencionar que el factor C3RI no se ha
bla encontrado en orina ni en suero humano, donde si se en-
contr§ el FPcRY ( 70, 71 ). Adem&s, al comparar los pesos mo-
leculares obtenidos se puede decir que el pico principai del
factor FPcRY tiene un peso similar al citado mara el PcRI de
origen murino y el encontrado en orina humana; mientras que
la masa molecular del C,RI de origen humano presenta diferen
cias con la de origen murino, El C4RI murino tiene un peso
molecular de 35000 daltones y un pH isoelctrico de 3.9, el
C3RI humano tiene 15000 daltones de peso molecular y un pH
isoeléctrico de 4.4 . Por filtimo es muy interesante el hecho
de que estos factores son interespecificos ya que los facto-
res de origen humano fueron activos en células de médula 6~
sea murina,

Seria de gran importancia en un futuro, continuar con la pu~-

rificacibn bioquimica de ambos factores, tanto por su po -



sible aplicacién terapdutica en padecimientos en los cua-
les un aumento de receptores para Fe y Cy, pueda ser de
utilidad, como por su probable valor diagn8stico mediante
la produccidn de anticuerpos que permitan detectar en for
ma inmediata la existencia de niveles anormales de estos
factores en el orqanismo y como por su utilizacién en el

estudio de los mecanismos de diferenciacién celular e in-

nunofagocitosis,
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APENDICES

APENDICE 1

MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE

Este medio se utiljiz6 para mantener a los cultivos celu-

lares en condiciones mormales in vitro¢ A continuaci6n

se hace mencibfn de los componentes quimicos de los cua-

les esti formado este medio,

AMINOACIDOS

L- Arginina

L- Cistina
L-Glutamina
Glicina

L-Histidina HCI.HZO
L-Isoleucina
L-Leucina
L-Lisina,HCl
L-Metionina
L-Fenjilalanina
L-Serina

L-Treonina
L-Trirtofdno
L-Tirosina (Sal Dis8dica)
L-Valina

VITAMINAS

D-Ca Pantotenato

mg/1
62.57
584.,0
30.0
42.0
105.0
105,0
146.0
30,0
66,0

42,0

95,0
l6.0
104,2
94.0

mg/1

4.0



Fes
Ly

Clorers de cclina 4.0
Acido F8licc 4,0
Inositol 7,2
N:cotinamida 4,0
Piridoxal. . uCl 4,0
Rinhoflavina 0,4
Tiamina 4,0
SALES ITNORGANICAS mq/l
Cloruro de calcio anhidro 200,0
Nitrate de Fierro III nonahidratado 0.1
Cloruro de Potasio 400,0
Sulfato de Magnesio Anhidro 97,67
Cloruro de Sodio 6400,0
Fosfato moros8dico monohidratado 125,0
OTROS COMPUESTOS . mg/1
L-Glucosa 4500.,0
Rojo Fenol ) - 15,0

En 950 ml de agua destilada, se diluyé el medioc en polve
agitando ligeramente, se adicionaron 3.7 a/1 de bicarbo-
nato de sodio, ademds los antibifticos Penicilina G 100 U/ml
y Estrertomicina 100 upl/ml, Posteriormente se aford a un
volumen de 1000 ml y se agit6 hasta disolver, sin sobre-
agitar. El medio fud ajustado a un pH de 6.9 y después se
filtrd con filtros Millipore (Millipore, USA.} con un ta-
mafio de poro de 22 micras. Finalmente el medio se almace-~

né a 4°C hasta el momento de su uso.
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APENDICE 2

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

Esta solucidn se usS para mantener a las células, en con-
diciones fisioldgicas estables durante periodos cortos.
La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales
de fosfato, Los componentes fueron diluidos en un volumen
final de 1000 ml de agua bidestilada.

Cloruro de Magnesio 0.1g
Cloruro de Calcio 0.14¢g
Cloruro de Sodio 8.0 g
Cloruro de Potasio 0.2 g

Fogfato mono&cido de Sodio 2.16 ¢
Fosfato didcido de Potasio 0.2 g

El cloruro de magnesio y el de calcio fueron disueltos en
100 ml de agua bidestilada. Las restantes sales, por sepa
rado, se diluyen en B00 ml de agua bidestilada y después
se adicionan los 100 ml que se prepararon inicialmente.
En seguida se aford a un volumen final de 1000 ml y estéd
solucién se ajustd a un pH de 7.2 a 7.4; se procedid a
esterilizar la solucidn utilizlndose filtros de membrana
(Millipore, USA.,} con un didmetro de poro de 22 micras.
Finalmente la solucifn se almacend a una temperatura de

4°c hasta el momento de su uso.
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APENDICE 3

SOLUCION DE ALSEVER

Esta solucidn permite mantener a los eritrocitos de car-
nerc en condiciones estables por largo tiempo, aproxima-
damente 20 dias, a una temperatura de 4°c, La f6rmula dada
abajo es una modificacifn de la férmula original de Alse-

ver,

Dextrosa 20.5 g
Citrato de Sodio dihidratado 8.0 g
Acirdo Citrico monohidratado 0,55 g
Cloruro de Sodio 4,2 g
Agua destilada 1 litro

En 900 ml de agua destilada se disolvieron sucesivamente
cada una de las sustancias, posteriormente se aford a un
volumen de 1000 ml., La solucidn se ajustd a un pH de 6.1

Yy se ester:1iz8 en autoclave, Finalmente se guardd a una
temperatura de 4°C hasta su uso. Esta solucidn se utilizé
para colocar los eritrocitos de carnero en una proporcién
de 1:1.
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