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RESUMEN 
Los inductores de macrófagos y granulocitos (MGI), también llamados factores 

estimuladores de colonias (CSF) controlan principalmente la proliferación, la diferen

ciación y la activación de las células del linaje granulocito-macrófago. Se han descrito 4 

moléculas del tipo CSF conocidas por sus abreviaturas como GM-CSF, M-CSF, IL-3 y 

G-CSF con capacidades de regular la producción de las células del linaje mielo

monocito. 

La identificación de las células productoras de estas moléculas representa una área de 

estudio importante porque permitirá contribuir al entendimiento de la regulación 

hematopoyética. A este respecto, aunque se ha identificado a los fibroblastos como el 

productor del M-CSF, a los linfocitos T de la IL-3 y a ciertas células de tipo epiteloides 

del GM-CSF, aún no se tiene caracterizada a la estirpe celular que pudiera estar 

produciéndo al G-CSF. 

Teniendo en cuenta resultados preliminares en los que demostramos que las células del 

linaje de los monocitos producen un CSF de peso molecular de 45 kd con propiedades 

activadoras y diferenciadoras de granulocitos; el presente trabajo fue realizado para 

evaluar sí los macrófagos normales producen moléculas con actividad de G-CSF. 

Los resultados obtenidos muestran que tanto poblaciones de macrófagos normales 

como de una línea de macrófagos transformada secretan factores con actividad de G

CSF. Además, estos factores tienen la propiedad de inducir la diferenciación de los 

precursores de granulocitos de médula ósea, así como de activación en la ingestión de 

partículas de latex tanto por granulocitos maduros de médula ósea como de la cavidad 

peritoneal . 

Por otro lado, tomando en consideración que los fibroblastos producen un factor 

proliferador de macrófagos y que a su vez los macrófagos son capaces de producir 

factores de activación de fibroblastos, y de que recientemente se ha encontrado que 
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células de origen epitelial y conectivo de origen tumoral expresan receptores para 

factores del tipo CSF, en el presente trabajo se evaluó la capacidad que pudiera tener el 

G-CSF producido por los macrófagos para activar la proliferación de los fibroblastos. 

Los resultados obtenidos indican que tanto el inductor de 45 kd proveniente de los 

macrófagos como la molécula rhG-CSF tienen una importante acitividad mtógena en los 

fibroblastos. Asimismo, encontramos que esta activación era semejante a la obtenida con 

moléculas mitogénicas conocidas como son la IL-1 y el PDGF. Además, al evalular la 

capacidad de inducción a la proliferación de los fibroblastos por otros de los tipos de CSF 

encontramos que tanto la IL-3 como el M-CSF inducen también este tipo de prolifera

ción. 

Por último, se describe un modelo en el cual se pretende establecer la interdependencia 

entre los macrófagos y los fibroblastos en la producción de los granulocitos neutrófilos. 
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INTRODUCCION 

El estudio de los factores humorales que controlan la proliferación y diferenciación 

hematopoyética denominados inicialmente inductores de macrófagos y granulocitos 

(MGI) o factores estimuladores de colonias (CSF), ha crecido de manera considerable 

desde la primera descripción que hicieran de estas moléculas Sachs y Metcalf hace ya casi 

3 décadas (Sachs, 1992; Metcalf, 1992). 

En la actualidad, la familia de los MGI o CSF ha crecido ya que se han descrito 

aproximadamente 18 moléculas denominadas modificadores biológicos, agrupándose 

todos ellos con el nombre genérico de factores de proliferación y diferenciación 

hematopoyética (HGF) (Agganval-Gutterman, 1992). Estos factores participan tanto de 

manera directa como indirecta regulando positivamente y negativamente los eventos a 

nivel celular y molecular encaminados al control de la producción sanguínea (Mendoza 

y cols , 1993). Una de las áreas de interés de la biología de estas moléculas estudia a las 

células involucradas en su producción. En resultados previos, nuestro grupo ha encontra

do que la producción de 2 de los 4 tipos de los CSFs involucrados en la producción de 

macrófagos y granulocitos-macrófagos (M-CSF y GM-CSF, respectivamente) es llevada 

a cabo por fibroblastos y células epiteliales (Zambrano y cols, 1989 b). Otros resultados 

demostraron la capacidad de los monocitos de médula ósea de producir otro de estos CSF 

(tipo G-CSF) (Mora y cols, 1988; Zambrano y cols, 1988), y recientemente se ha 

demostrado que los linfocitos T producen IL-3 (Watson y cols, 1986). Todos estos datos 

nos hace pensar que la producción de los CSFs puede ser célula-específica. 

Teniendo en cuenta, que no se ha identificado plenamente a la célula productora de G

CSF y de que en resultados previos demostramos que los macrófagos producen un CSF 

de 45 kd, el presente trabajo fue realizado para conocer sí en general los macrófagos son 

capaces de producir G-CSF, sf esta producción es constitutiva o se estimula bajo 

condiciones de activación, y sí esta molécula de 45 kd tiene la propiedad de proliferación 
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y diferenciación sobre algún linaje hematopoyético diferente al de los granulocitos. 

Por otra parte, tomando en cuenta que es conocido que los macrófagos producen 

factores con actividad mitógena sobre fibroblastos, y de que recientemente se ha 

demostrado la presencia de receptores para CSFs en células estromales de origen tumoral 

(Shoukat y co/s, 1988; Berdel y co/s, 1989), en este trabajo se estudió sí el CSF producido 

por macrófagos (que suponemos es G-CSF), es un factor de crecimiento de fibroblastos. 

Por último, como se ha encontrado que el GM-CSF es mitógeno para células tumorales, 

en este trabajo aparte del G-CSF ensayamos si el M-CSF y la IL-3 tienen la capacidad 

de estimular la proliferación de fibroblastos. 
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MARCOTEORICO 

A. Organización hematopoyética. 

l. Evidencias que demuestran In existencia de In célula precursora plm·ipotente. 

Es aceptado de manera general que todas las células sanguíneas de nuestro cuerpo 

derivan de una célula precursora indiferenciada y pluripotente, conocida como célula 

madre o tallo (Dexter-Spooncer, 1987; Spongrude, 1991). Como todas las células tallo, 

Ja célula precursora que originará a los linajes sanguíneos posee dos propiedades 

fundamentales: la autorrenovación y la pluripotencialidad. La autorrenovación se define 

como la capacidad de la célula tallo para autoperpetuarse asegurando su progenie y la de 

los demás linajes sanguíneos y la pluripotencialidad, como la facultad para originar a 

cada uno de los tipos celulares que conforman la sangre (Jandl, 1991). 

La primera evidencia experimental de la presencia in vivo de una célula tallo 

pluripotente capaz de originar a los linajes mieloide y linfoide fue demostrada en 1961 

por Till y McCulloch con sus experimentos de reconstitución hematopoyética realiza

dos con ratones irradiados subletalmente y letalmente (Till-McCulloch, 1961). Ellos 

comprobaron que si se administraba de manera continua células de médula ósea de 

ratones no irradiados a ratones irradiados, éstos eran capaces de reconstituir por 

completo su hematopoyesis (Till, 1982). Debido a que al realizar la necropsia a este tipo 

de animales ellos encontraron en su bazo colonias macroscópicas mieloides, sugirieron 

que muy probablemente a la inoculación de células hematopoyéticas se debía su 

reconstitución. Análisis morfológicos posteriores demostraron que efectivamente estas 

colonias estaban constituidas principalmente de monocitos, granulocitos, eritrocitos y 

megacariocitos (Wu y cols, 1968). Posteriormente, fue posible demostrar la naturaleza 
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clona! y pluripotente de las células presentes en este tipo de colonias, mediante 

marcadores cromosómicos, utilización de retrovirus y ensayos de repoblación 

hematopoyética (Nowell y cols, 1970). Aunque en los estudios realizados por Till no fue 

posible detectar a células del linaje linfoide, subsecuentemente se pudo establecer su 

presencia (Abramson y cols, 1977). 

Debido a la dificultades técnicas de aquel tiempo para purificar e identificar de 

manera precisa a la subpoblación de células hematopoyéticas pluripotentes responsables 

de esta repoblación se les denominó operacionalmente como Unidad Formadora de 

Colonias del Bazo o CFU-S (Colony Forming Unit-Spleen) (Till-McCulloch, 1961). 

Inicialmente, se consideró a la CFU-S como las células precursoras de todos los linajes 

sanguíneos. Sin embargo, estudios realizados a nivel celular por Magli en 1982 

demostraron que las colonias generadas en el bazo de ratones letalmente irradiados 

diferían en su tiempo de aparición, así como en su capacidad de autorrenovación y 

diferenciación. Magli, en base a las características antes citadas logró demostrar la 

existencia de dos tipos de CFU-S: una a la que designó como temprana o CFU-S del día 

9, la cual presentó un potencial de autorrenovación limitado además de originar 

únicamente células de origen mieloide, y una tardía o CFU-S del día 12 con mayor 

potencial de autorrenuevo así como con la capacidad de originar células tanto 

mieloides como linfoides (Magli y cols, 1982). 

En aquel tiempo, las CFU-S del día 12 eran consideradas como las verdaderas células 

tallo. Sin embargo, como es conocido en la actualidad, debido a que la población de 

células precursoras representa una fracción muy pequeña del total de las células presentes 

en la médula ósea (aproximadamente entre el 0.05-0.1 % ), la purificación de la mismas 

presentó muchas c.lificultades técnicas. Caracterizar a nivel celular y purificar a la célula 

tallo pluripotente era una prioridad en muchos centros de investigación hematológica a 

principios de la década de los 80. Por esta razón, durante el curso de esa década hubo 
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varios intentos por purificar de la médula ósea a una subpoblación con capacidades de 

autorrenuevo y diferenciación análogas a las de la CFU-S. En 1979 Bradley y Hodgson 

describen a una subpoblación de células mieloides a la que denominan Unidad Formadora 

de Colonias con Alta Capacidad Proliferativa HPP-CFU (High Potencial Proliferative

Colony Forming Unit), obtenida después del tratamiento de ratones con 5-fluoracilo, un 

inhibidor de la adenilato sintetasa que provoca la muerte de las células que se encuentran 

en proliferación activa, con capacidades de autorrenovación, multipotencialidad y de 

reconstituir la hematopoyesis en ratones letal mente irradiados (Bradley-Hodgson, 1979; 

McNiece y cols, 1992). Sin embargo, dada la dificultad de identificar a algún marcador 

de superficie específico en esta subpoblación de células precursoras no fue posible su 

caracterización a nivel celular y molecular. 

Dos hechos experimentales marcan el inicio de la caracterización molecular de esta 

subpoblación; la identificación del antígeno Thy-1 en células precursoras tallo y la 

aplicación de la tecnología de los anticuerpos monoclonales para su purificación. Es así, 

como Spangrude(l988) trabajando con células de médulaósea de ratón y con la ayuda 

de anticuerpos monoclonales altamente específicos dirigidos contra células maduras, 

logra separar una subpoblación de células hematopoyéticas precursoras que tienen 

la capacidad de reconstituir por completo los linajes mieloides y linfoides cuando son 

inoculadas en ratones que han sido irradiados subletalmente y letalmente (Spangnide y 

cols, 1988). Por la particularidad de la subpoblación de no presentar marcadores 

característicos de células mieloides y linfoides maduras, de expresar exclusivamente el 

antígeno Thy-1 y, de reaccionar específicamente contra un anticuerpo desarrollado para 

células precursoras, conocido como Sea (Stem cell antigen), él la designa como Lin · Thy-

1 'º Sca + (lkutaycols, 1990; lkutaycols, 1992). 

Aunque la identidad de la célula Lin · Thy-1 'ºSea + con la célula tallo pluripotente ha 

generado una gran controversia en virtud de que algunos investigadores han dicho que 
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no es más que la CFU-S del día 12 descrita por Magli en 1982 o la HPP-CFU descrita 

por Bradley y Hodgson en 1979 (Lord-Dexter, 1988), es importante comentar, sin 

embargo, que la identidad de la Lin · 1ñy-1 'ºSea + con la célula tallo que identificaran 

Till y McCulloh en 1961, es el intento experimental más cercano realizado a nivel 

celular y molecular con el que se cuenta en nuestros días, encaminado a la identificación 

y purificación de las células tallo. 

La importancia de los resultados anteriores radica en que al contar con una población 

homogénea de células con capacidad de autorrenovación y pluripotencialidad análogas 

a las descritas para las células tallo, se podrá estudiar a nivel subcelular y génico los 

procesos involucrados en el control de la proliferación y la diferenciación de las células 

hematopoyéticas tanto en condiciones normales como patológicas, además de ensayar 

pruebas de terapia genética para corregir disfunciones a nivel de células madre. 

2. Poblaciones de células hematopoyéticas y su nomenclatura. 

El sistema hematopoyético junto con otros tejidos con alta tasa de recambio celular, 

experimenta de manera continua una constante autorrenovación y diferenciación. El 

proceso biológico por el que se generan todas las células sanguíneas de nuestro organismo 

es conocido como hematopoyesis (Dorshkind, 1991). La hematopoyesis se inicia en la 

etapa fetal en los islotes sanguíneos, de este lugar pasa al hígado y después al bazo, 

para que en la etapa prenatal se instale de manera definitiva en la médula ósea de los 

huesos largos y se mantenga así durante toda la vida humana (Christensen, 1989; Allen

Dexter, 1990). 

El proceso hematopoyético que se lleva a cabo en la médula ósea y que originará a los 

8 tipos de células sanguíneas puede dividirse de manera hipotética en 4 compartimientos; 

el de las células tallo con alta capacidad de autorrenovación, el de las células progenitoras 
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de los diferentes linajes hematopoyéticos en el cual se amplifica el número de las mismas, 

el de maduración y el de las células funcionales, aptas para realizar sus diversas funciones 

biológicas (Fig 1). 

Amplificación Maduración Compartimiento de 
células funcionales 

CélulasT 

Plaquetas 

Eritrocitos 

--"===-r:--------1 CélulasB/células 
plasmáticas 

Figura l. Modelo de los compartimientos de la hematopoyesis (células tallo, amplifi
cación, maduración y funcional). Las flechas muestran el compartimientodecélulas tallo, 
caracterizado por la proliferación y la autorrenovación .. 

En la médula ósea los procesos de proliferación y diferenciación que se llevan a cabo 

son continuos, pasando las células del sistemahemato-linfoidede un estado indiferenciado 

a uno de diferenciación completa de manera imperceptible. Además, si tomamos en 

consideración que la cantidad de células taUo en la médula ósea es extremadamente 

pequeña (aproximadamente entre el 0.05% y el 0.1%), no es difícil imaginar los 

problemas técnicos a los que se han tenido que enfrentar los hematólogos para poder 

separarlas y poder estudiar así sus propiedades cinéticas, de desarrollo y de diferencia

ción. 

Existen sin embargo, algunas técnicas que han permitido estudiar estas propiedades: 

utilizando diversos agentes químicos como la hidroxiurea, un inhibidor de la reducción 
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de ribonucleótidos a dexorribonucleótidos, el 5-fluoracilo que es un inhibidor de la 

adenilato sintetasa, y pulsos de timidina tritiada a altas concentraciones (los que reducen 

de manera importante a las células que se encuentran en proliferación activa), se ha 

demostrado en los órganos hematopoyéticos estudiados la existencia de una jerarquía en 

la capacidad proliferativa de las células hematopoyéticas (Becker y cols, 1965; Schofield 

ycols, 1980; Parker-Cheng, 1991). En efecto, ha sido demostrado que las células tallo se 

encuentran fuera de ciclo celular, ya que aun después de estos tratamientos la médula ósea 

es capaz de regenerarse y de reconstituir a todos los linajes sanguíneos. Sin embargo, 

lo que si es difícil evitar en los animales tratados es provocar una reducción importante 

de las cuentas leucocitarias. Los resultados anteriores han puesto en evidencia que en la 

médula ósea existe una diferencia en la tasa de proliferación, siendo mayor en las células 

progenitoras que en las células precursoras pluripotentes (Hodgson-Bradley 1980; Wo/f

Preistley 1986). Biológicamente, resulta explicable este hecho pues es de esperarse que 

la población de células progenitoras tenga que amplificarse para cubrir de esta manera 

la demanda de células sanguíneas dependiendo de las necesidades del organismo, de ahí 

entonces su elevada tasa de recambio celular. En lo que se refiere a las células tallo 

solamente entrarían a ciclo celular como consecuencia de alguna demanda fisiológica 

ocasionada por el desgaste, la pérdida o alguna infección. 

En cuanto a su capacidad de generar a más de un linaje sanguíneo, se ha demostrado en 

estudios in vivo que existen subpoblaciones celulares pluripotentes con la capacidad de 

originar a todos los linajes sanguíneos; la Lin-Thy-1 'ºSea+, en este caso sería considerada 

como la célula más relacionada con la célula tallo (Spangrude, 1991; lk11tay co/s, 1992). 

En lo que respecta a los cultivos in vitro, es sólo con el desarrollo de la técnica de 

crecimiento de células de médula ósea en geles como el agar, la cual es dependiente para 

su crecimiento de la presencia de factores solubles obtenidos de diversas fuentes 

celulares, que es posible estudiar el desarrollo de las células hematopoyéticas (Pltiznik-
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Sachs, 1965; Bradley-Metcalf, 1966). De esta manera, se identifican células con capaci

dades multipotentes, bipotentes y monopotentes las cuales originan a más de uno, a lo 

más dos y a lo más un linaje sanguíneo respectivamente (Schrader, 1985). La CFU

GEMM (Colon y Forming Unit-Granulocyte, Erytrhoid, Megakaryocyte and Monocyte), 

es considerada una célula multipotente pues favorece el desarrollo de granulocitos, 

eritrocitos, megacariocitos y monocitos (Johnson-Metcalf, 1977; Hara-Ogawa, 1978). En 

lo que se refiere a células bipotentes la célula clásica por excelencia, que por cierto fue 

la primera que se identificó in vitro es la que origina a macrófagos y granulocitos y que 

es conocida como GM-CFU (Pluznik-Sachs, 1966). De manera posterior, fue identificado 

que los granulocitos eosinófilos y basófilos se originaban de una célula progenitora 

diferente de la GM-CFU, designándoles por esta razón Eo-CFU y B-CFU respectivamen

te (Johnson-Metcalf, 1980; Zucker-Franklin, 1981). Asimismo, han sido identificadas 

células progenitoras de linfocitos T y B (Tabla 1). 

NOMBRE 

Cmrmartt111ie11todecél11fn.'ftnl/o 

Células tallo pluripotcutc 

Co!lutas tallo multipotente 

Compartimie11ftJ1lect!/11fa'fproge11ilt1ra'f 

Eritropoyétlco: 

~~:~ia~:~fa"111ª 
Mlctopoyétlco: 

Gronutocito/Mocr6fago 

Eosin61ilo 
Bosótilo 

Mcgacnrlopoyético: 

Megncoriocito 

Linfopoyéllco: 

Linfocito B 

Linfocito T 

ABREVIATURAS TIPOCF.LULAR/SINONIMO 

CFU-S 
g·r~!Y· I ~sea· 
CFU·GEMM 
CFU·Mix 

BFU·E 
CFU-E 

GM·CFU 

Eo-CFU 
B-CFU 

Mega-CFU 

Céiulaspre·B 

Células pre-T 

Unidad fonnadorn de colonias del bazo 

Unidad formadora del brote Eritroide 
Unidad tbnnndom de colonins- Eritroides 

Unidnd fonnadorn de colonias Granulocito
Macrófoio 
Unidad lonnndorn de colonias- Eosinófilns 
Unidad fonnndora de colonias- Bnsólilns 

Uni<ladfonnn<lom decolonias-Mcgncariocitos 

Unidad fonnadora de colonias- Linfocitos B 

Unidad fonnadom de colonia.e;- Linfocitos T 

Tabla l. Nomenclatura de las células hematopoyéticas. 
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Gracias a los estudios realizados in vivo e in vitro, ha sido posible representar de manera 

hipotética el desarrollo de los diferentes linajes sanguíneos a partir de una célula tallo 

pluripotente (Fig 2). Es importante comentar que en este esquema existen algunas partes 

que aún están abiertas a discusión. La más importante, es que sólo la CFU-S y la Lin · 

Thy-l 1° Sea+ son las únicas que han sido identificadas celular y molecularmente in vivo, 

las CFU para las otras células progenitoras de los diferentes linajes sanguíneos sólo han 

sido identificadas in vitro, no tienen contraparte in vivo. 

C'él11tu pn:•T ---LWo..-itot T 

---------- Eo-CFU Eo•lndn101 

O 
____ ... - / DFU·E CfiJ.E - Er!lrodtot 

C:hdu tallo ~ Y -[º CFU - Ne111tdnlo1 
l11rlpo1cntc1 - CFU·S ~ C'FU·Mll - GM·CFU • 

Unlh)'ol'-5.Jt.• dC. 9, día lw \: M·CFU - M1.:r6'1¡01 
()J.1, l(l>l'C ..____ - \.-.......... 

----- Me¡·CFU ---- Mc11.:1rlm:ho1/ 
....__ plaquc:lu 

--------:.. '-f11t·CFU ----·- Cél11!11 ccbad11 

C'o!lulu prct•D - Linfo..i1o1 B 

; ; i i ~ 1g l ~:: ~~r!1~!~~~:!1:~:~~1~~!1!1~:'1! ¡ ~ g ~ ~ ¡ ~ i; EfilU_u.: :: : :: =: .. • • • ·~ 
~H~~Elg~p::::::;;::::::::::· .. ;..:..:..··· Difi:rencinci6n y desarrollo 

Figura 2. Diagrama hipotético propuesto del desarrollo de las células sanguíneas a 
partir de una célula tallo pluripotente. Ver abreviaturas en la tabla 1. 

Es evidente que para que una célula tallo se diferencie primero hacia una célula 

progenitora y después a una célula madura con capacidades biológicas y funcionales 

definidas, debe existir un mecanismo biológico, que asegure por un lado un número 

constante de células sanguíneas y por el otro, que mantenga una reserva de células tallo 

listas para las necesidades propias del organismo. Este mecanismo se encargaría de 

mantener un suministro adecuado de células sanguíneas tanto en condiciones normales 

como de stress. 

En la siguiente sección se analizarán algunos modelos propuestos para explicar como 

se regula la producción de células sanguíneas de manera normal. 
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B. Regulación hematopoyética y su microambiente. 

l. Modelos de regulación hematopoyética. 

Un aspecto de gran importancia que ha ocupado la atención de los biólogos celulares 

y moleculares durante mucho tiempo ha sido conocer cual es el mecanismo por el cual 

una célula tallo indiferenciada permanece en estado de latencia, se autorrenueva o entra 

a una ruta determinada de diferenciación. Aunque aún no existen modelos moleculares 

que expliquen como se lleva a cabo este mecanismo, hay varios paradigmas a nivel 

celular que tratan de demostrar los eventos encaminados a la diferenciación de las 

células hematopoyéticas y la conocida pérdida en su capacidad de autorrenovación sin 

menoscabo de la reserva de células tallo. 

El primer modelo de regulación hematopoyética fue desarrollado en 1964 por 

Till y cols, quienes utilizando un programa de simulación postularon que la 

proliferación y la diferenciación de las células hematopoyéticas pluripotentes estaba 

regulada por un proceso estocástico (Tilly cols, 1964). Este modelo de "nacimiento" 

(proliferación) y "muerte" (diferenciación) de las células hematopoyéticas estuvo 

basado en un análisis citológico de las colonias presentes en el bazo de ratones que 

habían sido irradiados y reconstituídos con células de médula ósea, en las cuales se 

encontró una gran aleatoridad en los tipos sanguíneos que las constituían (Till, 1976). 

Unos años después Curry y Trentin (1967) desarrollan su teoría del Microambiente 

Inductivo Hematopoyético HIM (Hemopoietic Inductive Microenvironment), basándo

se en un análisis similar al anterior pero a nivel histológico de las colonias 

hematopoyéticas presentes en el bazo de ratones irradiados ( Curry-Trentin, 1967). Como 

el papel del microambiente puede ser considerado en función de la producción de 

moléculas humorales reguladoras, a finales de la década de los 80 Van Zant y Goldwasser 
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postulan que la determinación a la diferenciación de la célula precursora pluripotente 

es el resultado de la competencia que se establece entre moléculas inhibidoras y 

estimuladoras (Kubaneck y cols, 1973; Van Zant-Goldwasser, 1979), ellos basan esta 

predicción en el efecto inhibidor de la eritropoyetina en la proliferaci~n y 

diferenciación de la unidad formadora de colonias de granulocitos-macrófago (CFU

GM) por parte del factor estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos GM

CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) y en el mismo efecto 

inhibidor observado con el GM-CSF en la formación de colonias eritroides (Gordon y 

cols, 1985). De manera posterior a estos modelos Nicola y Johnson (1982) desarrollan 

su teoría de la "etapa obligada eritroide" (Nicola-Johnso11, 1982). Al realizar un análisis 

morfológico de colonias multipotentes, ellos encuentran de manera invariable 

componentes eritroides, de ahí que postulen que en la diferenciación de las células 

hematopoyéticas esta fase sea fundamental. Posteriormente, Nakagata (1984) retoma 

el modelo de autorrenovación estocástica desarrollado por Till y cols, pero lo aplica 

a la diferenciación hematopoyética, designándolo como "modelo de diferenciación 

estocástico progresivo" (Nakagataycols, 1982; Kumitycols, 1985). 

Resulta claro por lo anteriormente descrito, que a mitad de la década pasada los 

modelos elaborados para dilucidar el mecanismo que controla la autorrenovación y la 

diferenciación de las células hematopoyéticas eran de naturaleza estocástica o 

determinfstica. Recientemente, ha sido propuesto que el desarrollo de las células 

hematopoyéticas es determinfstica y que esta controlado por influencias tanto internas 

como externas (Novak-Stewart, 1991; Brow11 y cols, 1991). Bajo esta perspectiva en la 

actualidad se esta generalizando la idea de que el microambiente hematopoyético 

(células estromales, componentes de la matriz extracelular y factores de crecimiento), en 

conjunción con el programa genético de las células hematopoyéticas, desempeña un 

papel determinante en el camino del desarrollo que experimentan las células 
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hematopoyéticas para originar un tipo sanguíneo particular. 

2. Función del microambiente celular en la hematopoyesis. 

Tal vez el primer dato experimental con el que se cuenta acerca de la participación 

del microambiente hematopoyético en la génesis de las células hemáticas fue el que 

observó Russel (1979) en cepas de ratones que padecían de anemias hereditarias. Al 

analizar las cepas Sl/SJ• y w;w• ambas con anemia macrocítica, encontró que la 

cepa SI/SI • se caracterizaba por presentar un microambiente celular hematopo

yético defectuoso el cual se demostraba por su incapacidad de estimular la 

proliferación y desarrollo de colonias mieloides en su bazo cuando los ratones habían 

sido letalmente irradiados e inoculados con células de médula ósea normal. Por otro 

lado, la cepa WfW• presentaba un defecto a nivel de la célula tallo (CFU-S) más que 

en el microambiente hematopoyético, lo cual se ponía en evidencia cuando ratones 

letalmente irradiados, eran inoculados con células de médula ósea provenientes de 

ratones W!W • las cuales fallaban en reconstituir la hematopoyesis en este tipo de 

ratones (Russel, 1979) 

Aunque los resultados obtenidos por Russel evidencian de manera clara el papel del 

microambiente en la regulación de la hematopoyesis, una de las pruebas más 

contundentes de su participación en la formación de células sanguíneas lo obtendría 

unos años después Dexter al utilizar los cultivos a largo plazo desarrollados por él 

mismo (Dexter-Lajtha, 1974) (ver sección C-2). Esta técnica permite el establecimiento 

de monocapas de células estromales provenientes de médula ósea, las cuales son 

capaces de favorecer un microambiente propicio para mantener un proceso 

hematopoyético continuo por periodos prolongados de 3 a 4 meses, mediante los 

cultivos a largo plazo fue posible producir una "cura" en las cepas arriba citadas, 

Junio, 1993 22 



M•ndow R., J. F. 

al crecer células hematopoyéticas de la cepa SI /SI d normales por sí mismas pero con un 

microambiente defectuoso sobre monocapas de células estromales provenientes de la 

cepa w;w• las cuales tienen un microambiente normal pero una CFU-S defectuosa 

(Dexter-Moore, 1977). Los resultados obtenidos por Dexter y cols, evidencian la 

interdependencia a nivel celular entre las células hematopoyéticas y las estromales para 

una adecuada producción sanguínea, además plantean la posibilidad de estudiar esta 

interacción a nivel génico y humoral. 

Existen otras pruebas experimentales de la participación del microambiente 

hematopoyético: tales como los trasplantes de médula ósea ectópicos los cuales 

necesitan la presencia de hueso, o el crecimiento de células de médula ósea en cámaras 

de difusión implantadas en la cavidad peritoneal los cuales desarrollan intrincados y 

complejos microambientes para su completo desarrollo (Cronkite-Carsten, 1980). 

Es indudable la participación que tiene el microambiente presente en la médula 

ósea en la formación de todas las células sanguíneas de nuestro cuerpo. Para realizar 

un análisis más completo y poder entender la manera en que se lleva a cabo esta 

participación, es necesario analizar los componentes que lo conforman. 

3. Componentes del microambiente hematopoyético. 

De los análisis funcionales, citoqufmicos, histológicos y bioquímicos realizados in 

vivo con la médula ósea de los vertebrados superiores y en particular la humana se 

ha podido establecer que el microambiente hematopoyético esta formado por dos 

grandes componentes 1) el sistema celular hematopoyético y 2) los componentes de la 

matriz extracelular. 

El primer sistema esta constituido por células reticulares, células adventicias, y 

por adipocitos. La célula reticular representa la célula estroma! básica de las áreas 
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hematopoyéticas dela médula ósea (Westen-Bainton, 1979; Allen-Dexter, 1990; Dorshldnd, 

1990). Ellas son las células dominantes del estroma medular con morfología 

dendrítica y procesos citoplasmáticos en forma de hojas ramificadas, lo que le permite 

formar una malla esponjosa sobre la que descansan las células hematopoyéticas 

primitivas (Fig 3). Las células adventicias o endoteliales representan el segundo 

componente celular, éstas cu

bren las áreas de la superficie 

luminal de los sinusoides 

endoteliales, su principal pa

pel consiste en regular el flujo 

de células hematopoyéticas 

maduras al torrente sanguíneo 

(Chamberlain y co/s 1975; 

Becker-DeBruyn, 1976). Elter-

cer componente del estroma es 

el adipocito, tfpicode la médu

la ósea no-hematopoyética gra

sa y probablemente derivado de 

la acumulación de lfpidos por 

erdf•ao 

Figura 3. Representación simplificada de los ele
mentos celulares que conforman el microambiente 
hematopoyético. (Tomado de Dexter, 1989). 

las células adventicias (Weiss, 1976; Weiss, 1981). El principal papel de estas células 

es recubrir los espacios de la médula ósea no-hematopoyética con lo cual restringe que 

el proceso hematopoyético de los huesos largos humanos se localice cerca de las epífisis. 

Los componentes de la matriz extracelular consisten en sustancias secretadas por las 

propias células estromales e incluyen fibronectina, colágena, laminina y algunos 

glicoaminoglucanos (Zuckennan-Wicha, 1983; Wighty cols, 1986). Estas moléculas son 

responsables de la adherencia de una célula con otra y con su substrato, asimismo, han 
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sido implicadas en ejercer efectos microambientales en la hematopoyesis (Weinstein, 

1989). Estudios realizados in vitro se han dirigido a discernir cual o cuales de estas 

moléculas afectan de manera crucial el desarrollo de las células hematopoyéticas. 

Inicialmente, se pensó que el papel de estos componentes consistía en asegurar. el 

anclaje con el substrato de las células hematopoyéticas pluripotenciales con lo cual 

se facilitaría su desarrollo. Sin embargo, cultivos de células de médula ósea utilizando 

substratos formados con moléculas de la matriz extracelular han fallado en estimular 

la hematopoyesis in vitro (Roberrs y cols, 1987). 

Por otro lado, existen datos experimentales que demuestran la habilidad de las moléculas 

de la matriz extracelular para unirse a factores de crecimiento hematopoyéticos. Es 

conocido que estos componentes tienen la capacidad además de "compartamentalizar" 

a factores tales como interleucina 3 (IL-3; Interleukin-3) y GM-CSF (Gordony cols, 

1987; Ruoslahti-Yamaguchi, 1991). Uno de los principales problemas que planteó esta 

situación fue conocer si esta unión estaba asociado con algún componente extracelular 

en la membrana de las células estromales, o si tenía que ver con las propias moléculas 

de matriz extracelular presentes en el medio y secretadas por las células estromales. 

Debido a que la adhesión entre las células estromales con las hematopoyéticas 

pluripotenciales es fundamental para que se establezca la hematopoyesis, resultó 

interesante suponer que la unión ocurría a nivel de moléculas presentes en la membrana 

de las células estromales (Allen-Dexter, 1990). 

En 1988 Roberts y cols, demostraron que el proteoglicano sulfato de heparán presente 

en la membrana de las células estromales tenía la habilidad de unir GM-CSF e IL3. 

Inclusive, dieron evidencias de que si utilizaban la enzima heparatinasa la habilidad 

del sulfato de heparán de unir estos factores de crecimiento y de presentarlos a las células 

hematopoyéticas era fuertemente disminuida (Roberts y cols, 1988). 

Es evidente, por lo anteriormente citado, la importancia que tiene el microambiente 
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hematopoyético en regular la proliferación, el desarrollo y la diferenciación sanguínea. 

Sin embargo, este papel regulador no habría sido posible ponerlo en evidencia, sin la 

ayuda de las técnicas de cultivo in vitro de células de médula ósea. 

C. Sistemas para el estudio in vitro del sistema hematopoyético. 

1. Cultivos a corto plazo. 

Los cultivos a corto plazo, llamados así porque el tiempo de viabilidad de las células 

hemtopoyéticas en cultivo no es mayor de los 3 meses, ha permitido identificar a las 

células progenitoras para cada uno de los tipos sanguíneos conocidos, así como aportado 

evidencias de su clonalidad y de su capacidad de autorrenovación (Sachs, 1992). Es a 

mitad de la década de los 60 cuando Pluznik y Sachs y Metcalfy Bradley demuestran que 

las células de médula ósea pueden crecer y diferenciarse in vitro si se encuentran 

suspendidas en geles de agar 

y en contacto con una 

monocapa de células 

estromales (Pluznik-Sachs, 

1965; Brad/ey-Metca{f, 1966) 

(Fig4). Posteriormente, prue

ban que esto se debe a la pro

ducción de factores solubles 

de naturaleza glicoproteíca 

producidos por las células 

estromales, ya que al susti

tuir a éstas por su medio con-
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dicionado la proliferación y diferenciación mieloide continua (Pluznik-Sachs, 1966; 

Metcalf, 1969). 

Inicialmente, Sachs y Metcalf utilizaron células de bazo y médula ósea de ratón para 

demostrar que pueden crecer y diferenciarse in vitro ; unos años después, Pike y Robinson 

establecieron que con cultivos de células de médula ósea humana, se obtenían los mismos 

resultados (Pike-Robinson, 1970). Al contarse con un sistema en el que podía observarse 

el desarrollo y la maduración de las células hematopoyéticas bajo diferentes tipos de 

condiciones, esta rama de la biomedicina conocida como hematología experimental ha 

contribuido ha establecer los conceptos básicos que sobre células progenitoras, determi

nación celular, factores de crecimiento y diferenciación se conocen actualmente. 

La principal aportación de esta técnica de cultivo ha sido en la identificación de las 

células progenitoras hematopoyéticas (Gordon-Barrett, 1985). Las células progenitoras 

se podían inferir de manera indirecta en las colonias formadas por originar células 

completamente diferenciadas y distinguibles morfológicamente. De esta manera, ya que 

en la primera colonia descrita por Sachs y Metcalf se encontraron granulocitos y 

macrófagos se supuso que ellas derivaban de una célula progenitora bipotencial denomi

nada en aquel tiempo de manera operacional como Unidad formadora de colonias 

Granulocito-Macrófago (GM-CFU) (Sachs, 1987; Metcalf, 1989). 

De manera posterior, variando las condiciones de cultivo fue posible identificar a las 

células progenitoras para eosinófilos (Eo-CFU), basófilos (B-CFU), megacariocitos 

(Meg-CFU), eritrocitos (E-CPU) y células By T (ver Tabla 1.). Además, al identificarse 

en este tipo de cultivos colonias mixtas compuestas de varios linajes mieloides se puso 

en evidencia que ellas podían originarse de células más primitivas multipotentes 

denominadas como CFU-Mix (Fauser-Messner, 1979; Metcalfy cols, 1979). De estos 

resultados se originó el esquema general de la hematopoyesis aceptado actualmente (ver 

Fig2). 
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Otro aspecto, abordado por los cultivos a corto plazo estuvo encaminado a establecer 

si las colonias mieloides generadas in virro provenían de clones de células progenitoras, 

o de muchos de ellos. Utilizando diversos procedimientos experimentales, se demostró 

su origen clona!: 

a). Después de estimular la proliferación de células de médula ósea y de experimentar 

éstas su primera división (lo cual se demostraba por formar un par de células en el 

cultivo), se procedía a resembrarlas a cada una por separado en las mismas condiciones; 

encontrándose en ambos casos colonias del mismo linaje sanguíneo (Beckery cols 1963). 

b). Al utilizarse células heterocigotas para la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G6PD), se encontraba que las colonias generadas contenían uno u otro alelo para esta 

enzima, pero no ambos (Prchal y cols, 1976; Fialkow, 1982). 

c). Al utilizarse marcadores genéticos como algunos retrovirus para distinguir a una 

célula progenitora de otra, también se demostró su clonalidad (Fischbarg y cols, 1967). 

Con la identificación de células progenitoras en los cultivos desarrollados por Sachs y 

Metcalf, se puso en evidencia que la célula tallo pluripotente entra a un estado de 

desarrollo, en el cual origina a una célula progenitora específica. Este proceso conocido 

como determinación definirá si la célula progenitora, producirá a uno, a dos o a varios 

de los linajes sanguíneos. Asimismo, los cultivos de células de médula ósea demostraron 

que la proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas es dependiente de la 

presencia de varias moléculas de naturaleza glicoproteíca. La utilización de esta técnica 

de cultivo permitió, primeramente, el aislamiento y purificación bioquímica de estos 

factores y posteriormente, con el desarrollo de la biología molecular; su secuenciación, 

clonación y finalmente su obtención en la forma recombinante (ver apartado D). 

Son evidentes las contribuciones del cultivo de células de médula ósea a nuestro 

conocimiento del desarrollo que siguen las células sanguíneas influenciadas por factores 

humorales en los cultivos a corto plazo; con los cultivos de largo plazo se establece la 
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función del microambiente hematopoyético en la formación sanguínea. 

2. Cultivos a largo plazo. 

Con el desarrollo de la técnica de cultivo de células de médula ósea a largo plazo 

implementada por Dexter-1..ajtha (1974), se demostró la importancia de las células 

estromales así como de los componentes de la matriz extracelular en la regulación de la 

hematopoyesis (Dexter-Lajtha, 1974). En la técnica original de Dexter un inoculo de 

células de ratón es colocada en una botella de cultivo y dos semanas después una 

monocapa de célula 

estromales se ha formado. 

La eliminación de las célu-

las no-adherentes presentes 

en este cultivo, así como la 

reinoculación con células de 

médula ósea fresca recién 

obtenida, origina un proceso 

hematopoyético que se man

tiene continuo por espacio de 

3 a 6 meses (Fig 5). 

Un análisis ultraestructural 

inicial realizado por Allen y 

cols, de la monocapadecélu

las estromales presentes en 

los cultivos Dexter, mostró 

que se encontraba constitui

da principalmente por célu-
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las endoteliales, células reticulares adventicias, fibroblastos, adipocitos y macrófagos 

(Allen-Dexter, 1990). Asimismo, el describió que de la misma manera como ocurría 

in vivo existía una distribución espacial de las células estromales; de tal manera que las 

células endoteliales se encontraban en la parte más superior del cultivo y en la parte 

más interna del mismo estaban los otros tipos celulares (Allen-Dexter, 1984). En lo que 

respecta, a las células hematopoyéticas tanto la célula pluripotente (CFU-S) como las 

células progenitoras se localizaban en el interior de la monocapa y del mismo modo 

como ocurre in vivo, los progenitores granulocíticos más maduros en la parte más 

superior junto a las células endoteliales, mientras que las menos diferenciadas en la parte 

más interna de la capa endotelial (Coulombel y cols, 1983; Allen-Dexter, 1990). 

Es importante comentar que la descdpción hecha por Allen acerca de la distribución 

de las células mieloides en este tipo de cultivos es muy parecida a la realizada por 

Simmons en 1984. Sin embargo, no ocurre de la misma manera en lo que respecta a las 

células estromales presentes en los cultivos Dexter. Gracias a la utilización de la 

microscopía electrónica de trasmisión, de la microscopía electrónica de barrido, de 

la inmunocitoquímica y de la filmación en video, se ha podido establecer que las células 

predominantes en los cultivos Dexter son células con morfología fibroblastoide 

probablemente relacionadas con células reticulares y los adipocitos. En lo que se 

refiere a las células reticulares y células reticulares adventicias, así como a las células 

endoteliales su prescencia no ha sido completamente confirmada, debido en parte, 

a la falta de marcadores de membrana confiables que permitan identificarlas de manera 

precisa (Bentley-Foidart, 1980; Dorshkindy cols, 1985; Gimble, 1990). 

Existen varias aportaciones de los cultivos Dexter acerca de la potencialidad de las 

células hematopoyéticas, del papel que desempeñan las células estromales en la 

hematopoyesis y de la producción de factores de crecimiento hematopoyético por parte 

de estas últimas. En lo que se refiere a las células hematopoyéticas s~ ha podido 
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confirmar que la CFU-GEMM generada in vitro tiene la capacidad de repoblar el bazo 

de ratones letalmente irradiados y de reconstiuir por completo los linajes linfoide 

y mieloiderespectivamente (Schrader-Schrader, 1978;Jones-Villenueve-Phillips, 1980). 

En relación a la participación de las células estromales en el proceso hematopoyético, 

desde hace mucho tiempo ha sido conocido que la interacción entre células estromales 

y células hematopoyéticas es fundamental en la génesis de la sangre (Dexter, 1979; 

Bentley, 1981). Los cultivos Dexter han permitido estudiar si ésta interacción esta 

relacionada con los tipos más frecuentes de uniones que se dan entre las células de 

nuestros tejidos. Análisis a nivel estructural utilizando fracturas por congelación (freeze 

fracture) y después observándolas por microscopía electrónica de trasmisión han 

demostrado que las células hematopoyéticas no están unidas a las células estromales por 

ninguna clase de las uniones conocidas para otros tejidos: tight junctions, adherence 

zonulatejunctions y gapjunctions (Allen-Dexter, 1990; Dorshkind, 1990). Este hecho 

poco común, despertó el interés por conocer la manera en la que las células estromales 

y las células hematopoyéticas interaccionaban para mantener el proceso hematopoyético 

en los cultivos Dexter. 

Asimismo, existían datos que demostraban que el contacto físico entre estos dos tipos 

celulares era necesario para que tuviera lugar la proliferación y diferenciación sanguí

nea. Experimentos en los cuales se colocó una barrera física entre las células estromales 

y las células hematopoyéticas (que permitía exclusivamente el paso de moléculas 

solubles hacia ambos lados), demostró que las células hematopoyéticas invariablemente 

morían si no se encontraban en contacto con la capa estromal (Allen-Dexter, 1990), de 

esta manera, se demostraba que la presencia de moléculas solubles no es suficiente para 

que se dé el desarrollo hematopoyético. 

En la actualidad, es aceptada que la participación de moléculas adhesivas es importante 

para que se establezca un íntimo contacto entre las células estromales y .las células 
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hematopoyéticas; existen evidencias experimentales en las que se ha demostrado que es 

posible separar a linfocitos adheridos a células estromales por la adición a los cultivos 

de agentes quelantes como el EDTA o el EGTA (Witte y cols, 1987). Asimismo, se ha 

reportado que cierta clase de moléculas unidas a fosfatidilinositol son importantes en este 

tipo de contacto, ya que ésta interacción es disminuida si agrega a los cultivos fosfolipasas. 

Además, se ha comprobado la presencia en la membrana de las células estromales de 

moléculas de la familia del fosfatidilinositol denominadas como N-CAM, lo cual apoya 

esta hipótesis (711omas y cols, 1988). 

En lo que se refiere a la participación de los factores de crecimiento 

hematopoyéticos, en el control de la proliferación y diferenciación sanguínea en los 

cultivos Dexter; inicialmente se dudó que la proliferación y maduración de las células 

hematopoyéticas estuviera regulada por la producción de factores de crecimiento y 

diferenciación por parte de las célulasestromales (Williamsycols, 1978;Dexter, 1979). 

Esto se debió a la dificultad para detectarlos y aun cuantificarlos, lo que hizo pensar a 

algunos investigadores que la hematopoyesis en los cultivos Dexter podía estar regulada 

por algún otro factor todavía no identificado y diferente a los factores inicialmente 

descritos in vitro por Sachs y Metcalf (Al/en y cols, 1990). 
( 

A principio de la década de los 80 Heard y Song demostraron experimentalmente que 

las células estromales producen factores reguladores de la proliferación y la diferencia

ción hemato-linfoide, demostrando que la principal dificultad para detectarlos consistía 

en la rápida unión e internalización a que están sujetas estas moléculas (Heard y cols, 

1982; Song y cols, 1985). Lo anterior fue demostrado con el Factor estimulador de 

Colonias de Macrófagos o M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor), por lo cual 

el anticuerpo monoclonal anti-M-CSF usado, había fallado en detectarlo. Asimismo, 

ellos fueron capaces de demostrar que la principal molécula estimuladora de la 

hematopoyesis en los cultivos Dexter era GM-CSF (Alberico y cols, 1987) .. 
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A pesar de las evidencias anteriores, no era claro el papel de las células estromales en 

la producción de moléculas reguladoras del crecimiento y maduración hematopoyética, 

ya que en los experimentos realizados por estos investigadores utilizaron litio e 

irradiación como estimulo para poder detectar la presencia de M-CSF y GM-CSF, Un 

modelo más convincente fue el que desarrolló Gordon con el que demuestra que las 

células estromales producen GM-CSF de manera normal, el cual se une a ciertas 

moléculas que coforman la matriz extracelular conocidas como proteoglicanos (Gordon 

y cols, 1987). Un año después, Roberts y colaboradores, confirman esta unión pero lo 

importante de su trabajo es que identifican que el GM-CSF se une a una molécula 

presente en la membrana de las células estromales perteneciente a la familia de los 

proteoglicanos conocida como sulfato de heparán (Roberts y cols, 1988). 

En base a estos resultados, en la actualidad es aceptado que la hematopoyesis en los 

cultivos a largo plazo participan moléculas de naturaleza humoral conocidos como 

factores estimuladores de colonias: CSFs (Colony stimulating Factors), además de que 

demostró que la incapacidad para detectarlos se debió a su "secuestramiento" por parte 

de los proteoglicanos presentes en la membrana de las células estromales. Otros datos 

interesantes en cuanto a la participación humoral de las células estromales para el control 

de la producción hematopoyética, son los que han identificado que bajo condiciones de 

activación son capaces de producir varios tipos de CSFs y de interleucinas (ILs, por sus 

siglas en ingles), dentro de las que destacan IL-7 y SCF (Stem Cell Factor) de los que son 

la fuente exclusiva (Miyajima y cols, 1992). 
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D. Moléculas reguladoras del crecimiento hematopoyético. 

En esta sección se analizará brevemente la historia de los factores humorales respon

sables del crecimiento hematopoyético, así como sus principales características 

bioquímicas y moleculares, además de sus efectos biológicos más importantes. 

l. Inductores de macrófagos y granulocitos (MGls). 

Históricamente, el estudio de los factores que regulan la proliferación y la 

diferenciación de células mieloides se inicia en 1906 con los estudios de Camot y 

Deflandre en Francia, los cuales describen a la eritropoyetina como el factor responsable 

en la formación de células rojas o eritroides (Carnot-DeF/andre, 1906;Jelkmann, 1992). 

Aunque este es el primer dato de la participación de un factor humoral en la producción 

de células mieloides, el estudio de los mismos no vuelve a tomarse en cuenta sino ya 

entrada la década de los 60, cuando Leo Sachs en Israel, describe la prescencia de un factor 

producido por células estromales capaz de estimular la formación de células pertene

cientes al linaje macrófago-granulocito, el cual designa MGI (Pluznik-Sachs, 1965; 

Brad/ey-Metcalj, 1966). 

En sus estudios pioneros Sachs describe dos tipos de MGis; el inductor de macrófagos 

y granulocitos del tipo 1 (MGI-1) el cual se caracteriza por mantener la viabilidad de 

las células en cultivo, además de estimular su proliferación y el inductor de macrófagos 

y granulocitos del tipo-2 (MGI-2) el cual estimula preferentemente su diferenciación 

terminal, sin inducir su proliferación (Lipton-Sachs 1981; Sa.::hs, 1987; Sachs, 1992). 

Asimismo, Sachs describe que los MGis del tipo 1 pueden ser de 3 clases: el MGI-lM; 

el cual estimula la proliferación clonal de macrófagos, el MGI-lG; que induce la 

formación clona! de granulocitos-neutrófilos y el MGI-GM; que estimula la formación 
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clona! de ambos tipos celulares. Es importante mencionar que Sachs no únicamente 

describe a estos inductores de la proliferación y diferenciación mielomonocítica, sino 

además, las fuentes celulares productoras de los mismos, así como las masas 

moleculares relativas de estos fac~ores (Sachs, 1992). 

Como se verá en la siguiente sección, los factores MGI-lM, MGI-lG y MGI-GM 

descritos por Sachs son sinónimos de los factores M-CSF, G-CSF y GM-CSF descritos 

de manera posterior por la escuela australiana encabezada por Metcalf. Es curioso hacer 

notar, que aunque el grupo que inicialmente descubrió este factor fue el israelí 

llamándole MGI, es el término CSF del grupo australiano el más empleado hoy en día. 

Esta situación obedece a que este grupo, junto con otros investigadores en el mundo 

son los primeros en purificar a homogeneidad a los CSFs, además de caracterizarlos 

molecularmente y obtenerlos en forma recombinante. 

2. Factores estimuladores de colonias (CSFs). 

Aunque durante la mayor parte de la década de los 60 y 70 no existe un consenso acerca 

de si las siglas MGI o las de los CSFs son las más apropiadas para describir a estos 

factores que tienen el mismo efecto sobre células mielomonocíticas, un paso decisivo 

en adoptar las siglas CSFs es la secuenciación de aminoácidos y ácidos nuclefcos de estas 

moléculas por la escuela australiana que culmina en Ja obtención de estos factores en 

forma molecularmente definida y recombinante (Morstyn-Burgess, 1988; Metcalf, 

1992). 

En un inicio se pensó, que la acción de Jos CSFs sobre células mieloides era linaje

especffico ya que los factores descritos como GM-CSF, G-CSF y M-CSF afectaban los 

linajes granulocito-macrófago exclusivamente. Sin embargo, estudios posteriores de

mostraron que Jos CSFs tienen un espectro de acción biológica sobre células 
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hematopoyéticas mucho más amplio (Tabla 2). Bazan ha descrito a estas propiedades 

biológicas de los CSFs sobre células mieloides de ser redundantes y promiscuas: más de 

un CSF puede actuar sobre una célula hematopoyética y una molécula de CSF puede tener 

efectos biológicos en más de una célula hematopoyética (Bazan, 1990). 

Tabla2. Efecto biológico delos CSFs sobre células hematopoyéticas yno hematopoyéticas. 

CSFs 
MULTI-CSF 

GM-CSF 

G-CSF 

M-CSF 
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Célula blanco 
CFU-Sy CFUMix 

Progenitores de eritrocitos. 
megncnriocitos célulns cebadas 
y basófilos 

Mncrófagos y grmmlocitos 

LMA 

Progenitores mieloides 
Macrófagos 

Granulocitos 

LMA 

Neutrófilos y eosinófilos 
Epiteliales 
Mocrófogos 

Neutrófilos 

Fibroblostos 
Epiteliales tumorales 
Neutrófilos 

Mncrófagos 

Efectos biológicos 
Estimulnción n la proliferación y n In difcren· 
cinción 
Fonnnción de colonias n olla concentración 
del factor 

Prolifcrnción y diferenciación. 

Favorece su crecimiento 

Efocto prolifcrador 
Fonnnción de colonias o bajo concentraw 
ción del factor 

Fonnnción de colonias a olto concentrnw 
ción del factor 
Factor clonogénico 

Activación 
Proliferación 
Fom10ci6n de colonias o nito concentrn.w 
ción del factor 
Fommción de colonias. estimulnción. 
octivoción, recuperación in vivo después 
de depletnción 
Proliferación 
Proliferación 
Fonnnción de colonias o nito concentrnw 
ción del factor 
Fonnación de colonias; altamente especifico 
para la maduración del linaje monocito
mncrófago; activación. 
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Los CSFs pertenecen a una familia de modificadores biológicos conocidos como 

citocinas: dentro de las que se incluyen a las interleucinas (IL-1 a IL-12), a los interferones 

(INF:a, ílyy) ya los factoresdecrecimiento(PDGF, EGF, FGF, IGFyTGB) (Araiycols, 

1990; Agganval-Guttennan, 1992). Los CSFs son polipéptidos monoméricos de varios 

cientos de aminoácidos, solamente el M-CSF es un dímero compuesto de unidades de 

aproximadamente 14.5 KDa. Los pesos moleculares de los CSFs oscilan en un rango de 

los 20 000 a los 70 000 daltones, encontrándose variaciones en los pesos moleculares 

dependiendo del grado de glicolisación de estas moléculas (Go/de-Gasson, 1988; Dexter, 

1989; Heyworrhycols, 1990). 

La importancia biológica de los CSFs en el control de la producción y diferenciación 

mieloide ha sido claramente demostrada in virro e in vivo. Las células de médula ósea en 

cultivo mueren invariablemente si se les suprime de la presencia de estos factores; se ha 

demostrado que los CSFs ayudan en la viabilidad de las células de médula ósea al 

estimular la producción de ATP intracelular. In vivo, existe un claro incremento en las 

cuentas de leucocitos provocado por la administración exógena de los CSFs, observán

dose un relación dósis-dependiente para el caso de GM-CSF y G-CSF (Ruef-Coleman, 

1990; Moore, 1991). Asimismo, los CSFs tienen la capacidad de favorecer diversas 

actividades biológicas en células hematopoyéticas principalmente en células del linaje 

granulocito-macrófago dentro de las que se incluyen: actividad bactericida, citotóxica y 

antitumoral (Clark-Kamen, 1987). 

Para que los CSFs puedan desencadenar una respuesta biológica en las células blanco 

sobre las que inciden necesitan unirse a un receptor específico que para el caso de las 

células mieloides se encuentran en el orden de 500 a 50 000 receptores/célula (Nicola, 

1989). Con el empleo de las herramientas de clonación molecular, los receptores de los 

CSFs han sido purificados a homogeneidad, a excepción del M-CSF que pertenece a la 

subfamilia de receptores presentes en los factores de crecimiento con un dominio 
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intracelular tirosina-cinasa dentro de los que se incluyen el receptor para PDGF y para 

el ligando del receptor e-kit conocido como SCF (Stem Cell Factor), los receptores para 

IL-2, (cadena ll), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, G-CSF, GM-CSF y EPO carecen de un 

dominio intracitoplasmático tirosina-cinasa (Cosman y cols, 1990; Gil/is, 1991). 

La característica principal de esta familia de receptores, conocida como la superfamilia 

de las citocinas, es su elevada homología en la región extracelular N-terminal, la cual 

tiene una extensión aproximada de 210 aminoácidos, caracterizándose por presentar dos 

pares de cistefnas además de algunos triptófanos y la secuencia Ser-Trp-X-Ser-Trp 

(donde X es un aminoácido no conservado) en la porción e-terminal. No ocurre de la 

misma manera con el dominio intracelular el cual varia desde los muy cortos como en el 

caso del GM-CSF (54 aminoácidos) hasta los muy largos como en la IL-4 (568 

aminoácidos) (Fig 6). 

IL-2 1Le!'1 IL-5 GM-CSF IL~6 

~~·LU 
1 ~u 15 

1\ p p 

Figura 6. La superfamilia de los receptores para los factores estimuladores de colonias 
y la interleucinas. En la parte superior se encuentran los receptores que necesitan dos 
subunidades para formar un receptor de alta afinidad. En la inferior, aquéllos que tienen 
alta afinidad por si solos o cuando forman homodfmeros. 
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La localización génica para algunos de los receptores pertenecientes a esta superfamilia 

así como para la gran mayoría de los CSFs y algunas interleucinas ha sido obtenida. Es 

de particular interés destacar que la mayoría de los CSFs, exceptuando al G-CSF que se 

encuentra en el cromosoma 17, se localizan en el cromosoma 5 juntos con los genes para 

IL-4, IL-5, SCF, el receptor para PDGF y el receptor para M-CSF (el proto-oncogenec

fms) (Dexter, 1989). 

Es importante comentar que los CSFs no son los únicos factores que poseen la 

capacidad de estimular la producción y maduración hematopoyética ya que otro grupo 

de moléculas conocidas como interleucinas (IL-1 a IL-12) también pueden incidiren 

el desarrollo hematopoyético, ya sea actuando de manera directa o indirecta. 

3. Interleucinas (ILs). 

Inicialmente, las interleucinas (ILs) fueron descritas como moléculas producidas por 

células blancas o leucocitos cuya característica principal consistía en mediar respuestas 

inmunes o inflamatorias (Oppenheim, 1981). Sin embargo, con el advenimiento de la 

biología molecular que facilitó la purificación de las interleucinas a homogeneidad, 

permitió evaluar sus efectos biológicos en otros tipos celulares. De esta manera, ahora 

es conocido que lasinterleucinas 1, 2, 4, 5, y6, (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5 yIL-6)pueden 

participar en la proliferación y la diferenciación de las células hematopoyéticas tanto 

de manera directa como indirecta (Balkwill-Burke, 1989; Platzer, 1989). Asimismo, 

recientemente se han identificado a las interleucinas 7,8,9,10 y últimamente a la 11 y 

12 con lo cual el espectro de modificadores biológicos que inciden en el compartimiento 

hematopoyético se ha ampliado de manera considerable (Aggar.val-Guttemian, 1992; 

Metcalf, 1992). 

Es importante hacer notar que las interleucinas pueden actuar del mismo modo que 
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los CSFs en diferentes estadios del desarrollo hematopoyético. Así tenemos que la IL-

1 actúa a nivel de la célula tallo multipotencial haciéndola susceptible a responder a 

otros factores de crecimiento (Dinarello, 1991). Asimismo, nuestro grupo ha confirma

do que este factor también tiene efectos directos sobre células mieloides ya que estimula 

su diferenciación (Mendoza y cols, 1990; Santiago y cols, 1992). En lo que se refiere a la 

iL-4 y a la IL-6, ambas estimulan la formación de colonias mieloides sobre todo cuando 

se usan en combinación con otros CSFs. Sin embargo, existen reportes de que solas 

pueden ejercer efectos biológicos principalmente en células del linaje monocito

macrófago (VanSnick, 1990; Paul, 1991). De particular interés es la IL-5, que a diferencia 

de las otras interleucinas es específico en su efecto biológico ya que estimula exclusiva

mente la proliferación y diferenciación de eosinófilos humanos y en ratones de células 

"mast"(cebadas) (Sanderson, 1992). 

En lo que se refiere a las interleucinas últimamente definidas, se sabe que la IL-7 

participa en estadios iniciales del desarrollo linfoide: células pre-By pre-T, pero carece 

de acción biológica en células B maduras no así en linfocitos T (Goodwin-Namen, 1992). 

La IL-8 ha sido identificada por sus capacidades quimiotácticas sobre granulocitos

neutrófilos, sin afectar su proliferación o su diferenciación (Zachariae-Matsushima, 

1992). La IL-9 se ha asociado con el desarrollo de los linfocitos T y de células cebadas 

(Moeller y cols, 1990). En lo que se refiere a la IL-10, se ha visto que tiene efectos 

inhibidores de la producción de interferón y y de otras citocinas sobre linfocitos T 

auxiliares (Moore y cols, 1990). Aunque la IL-9 y la IL-10 no poseen efectos biológicos 

sobre células mieloides, la IL-11, además de sus efectos sobre células linfoides, estimula 

el desarrollo de los megacariocitos, siendo considerado por esta razón un factor linfo

hematopoyético (Paul y cols, 1990; Musashi y cols, 1991). En el caso de la IL-12 se ha 

descrito que sus principales efectos son sobre células T citotóxicas y NK (Stern y cols, 

1990; Metcaff, 1992). De esta manera, la participación de los CSFs y de las ILs en el 
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control de la producción y maduración hematopoyética se ha extendido de manera 

considerable (Fig 7). 

Figura 7. Esquema propuesto del papel humoral de los CSFs y las ILs en la 
proliferación, desarrollo, maduración y activación biológica de las células 
hematopoyéticas. 

Debido a sus claros efectos en el desarrollo y maduración de las células hematopoyéticas 

tanto de los CSFs como de las interleucinas, se ha despertado un gran interés en el área 

médica para su aplicación clínica. Resultados obtenidos en Fase 111 indican la capacidad 

de estos factores para incrementar las cuentas de leucocitos (sobre todo del linaje 

granulocito-macrófago), mejorar las propiedades efectoras de estas células, así como de 

su capacidad protectora contra diversos tipos de infecciones (Mertelsmann-Hermzann, 

1990, Merte!smann, 1990). Estos resultados, hacen que tanto losCSFscomo las interleucinas 

sean considerados candidatos idóneos para corregir diversas anormalidades congénitas o 

adquiridas en síndromes hematológicos, oncológicos o infecciosos (Moore, 1991). 

La producción de los CSFs y de la ILs es llevado a cabo principalmente por macrófagos 

en condiciones normales y por linfocitos Ten situaciones inmunológicas o inflamatorias. 

De acuerdo con Miyajima las primeras estarían encargadas de la hematopoyesis consti-
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tutiva y las segundas de la inducida (Miyajima, 1992). Dada la amplia distribución de las 

células del linaje monocito-macrófago en el organismo y de su capacidad de responder 

en situaciones normales y de "stress" es considerado como una célula sensora y 

administradora de las respuestas biológicas. 

E. El macrófago como administrador celular en la producción de granulocitos
neutrófilos. 

En esta sección, se analizaran los aspectos antes descritos haciendo enfásis en la función 

de los macrófagos en la producción de los granulocitos-neutrófilos. 

l. Origen, distribución y principales características bioquímicas y funcionales. 

Los macrófagos o células del sistema fagocito-mononuclear, es el término comúnmente 

empleado para designar a las células fagocíticas derivadas de la médula ósea. Los 

fagocitos-mononucleares se originan de un progenitor bipotencial conocido como GM

CFU. La GM-CFU que tiene la capacidad de originar tanto a los macrófagos como a los 

granulocitos posteriormente quedará determinada, por mecanismos aún poco compren

didos, y originará al primer descendiente del linaje monocítico: el monoblasto, el cual de 

manera posterior se diferenciará a promonocito y éste finalmente a monocito (Lasser, 

1983; Ne/son, 1991). 

Es importante comentar, que este proceso de monocitopoyesis se lleva a cabo en 

aproximadamente 6 días en la médula ósea y una vez completado, una parte de los 

monocitos pasan al torrente sanguíneo y Ja otra, se agrupa como monocitos marginales, 

listos a ser requeridos en condiciones de "stress". Se considera macrófago o histiocito 

cuando pasa del torrente sanguíneo a los diferentes órganos y tejidos del organismo donde 

reside por meses y, se cree inclusive que por años. Una vez que el macrófago se ha 

establecido en un órgano o tejido particular, adquiere características y propiedades 
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específicas determinadas por el microambiente circundante (Fosrer-Landy, 1981; Dean

Jessup, 1986). Sin embargo, independientemente del lugar donde se localicen, los 

macrófagos conservan ciertos atributos por los cuales se pueden distinguir de otros tipos 

celulares (Tabla 3). 

Tabla 3. Atributos de los fagocitos mononucleares. 
1. Apariencia morfológica 

2. Características citoquímicas 

3. Detennimmtes antig1foicos 

4. Características funcionales 

Cc!lulas mononuclt!ar.:s de 10 a 15 micras 
dc= diiiml!tro 

Actividad de: 
esternsa n<respecífica, peroxidasa, 
si:crechln de lizosima, de 5'-nucleotidasa 
y aminopeptidasa 

Rt!ceptores para Fe-gamma, para C3b, 
para CSF y para lactoferrina 

Fagocitosis de bacterias opsonizadas, de 
t!sferas de poliestireno y de hierro 
Pinocitosis 

5. SecrechJn de glicoproteínas y proteínas Proteínas plasmáticas, componentes del 
específicas complemento, prostaglandinas, enzimas 

secretoras y no secn~toras 

En la Figura 8, se representa de manera esquemática el desarrollo del macrófago así 

como su distribución y los principales nombres con las que se conocen a estas células 

dependiendo del tejido o órgano donde se localicen. Es importante destacar que la 

concentración de los macrófagos en los diferentes órganos y tejidos es disímil, siendo 

mayor en el hígado, el bazo, los nódulos linfáticos, la médula ósea, el alvéolo pulmonar, 

las cavidades pleural y peritoneal y, menor en cerebro, piel y fluido sinovial (Gordony 

co/s, 1988). 

Debido a su amplia distribución, los fagocitos mononucleares tienen la facultad para 

"monitorear" el srarus qua del organismo y, responder a diferentes tipos de señales: 

fisicoquímicas, humorales y celulares tanto en condiciones normales como de "stress". 

Cuando se altera el estado homostático interno, el macrófago experimenta un proceso de 

activación liberando una gran variedad de enzimas, hormonas, proteínas y modificadores 
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Figura 8. Origen y distribución de los fagocitos mononucleares. 
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biológicos, cuya función principal es restablecer el equilibrio interno (Tabla 4). 

Como consecuencia de la secreción de estos productos biológicos el macrófago tiene la 

capacidad de modular una gran variedad de actividades fisiológicas: dentro de las que se 

incluyen las inmunológicas y las de eliminación de detritus celulares. En lo que se refiere 

al compartimiento hematopoyético, se sabe que el macrófago es capaz de producir varios 

tipos de CSFs (Powandi y cols, 1988). Sin embargo, como veremos en la subsiguiente 

sección, es sólo hasta el año de 1988 que se empiezan a dar evidencias cualitativas y 

cuantitativas del papel de los fagocitos-mononucleares en la regulación de la hematopo

yesis, particularmente en la generación de granulocitos-neutrófilos. 
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Tabla 4. Productos biológicos producidos por el macrófago. 

l. Enzimas secretoras 

2. Enzimas no-secretoras 

3. Proteínas plasmáticas 

4. Substancias de bajo peso molecular 

5. Factores reguladores de la función 
celular 
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Lisozomales, hidrolasas, ll-galactosidasa, 
ll-glucoronidasa, 
N-acetilglucosaminidasa, Iisozima, 
nucleasas, ribonucleasas, 
deoxiribonucleasas, fosfatasas, fosfatasa 
ácidas, alfa-nJptil, Iipasas de 
Iipoproteínas, arginasa, protefnasas 
(catepsinas: B, D, H, L, N), activador 
del plasminógeno, colagenasas (tipos: 
1-IV), elastasa, tromboplastina, 
proteinasa amiloide, hialuronidasa 

Lactato-deshidrogenasa, peroxidasa, 
transglutaminasa, 5 '-nucleotidasa 

Alfa-2-macroglobulina, fibronectina, 
transcobalamina 11, aplipoprotefna E, 
proteínas de coagulación, tromboplastina 
tisular, factores V, VII, IX y X, 
componentes del complemento (Cl, C2, 
C3, C4, C5), properidina, factor By D, 
inhibidor de C3b 

Radicales de oxígeno libre, peróxido de 
hidrógeno, cAMP, timina, uracilo, ácido 
úrico, prostaglandinas (E2, 12, F2, 
6-ceto-PG Fl, Ieucotrieno C) 

Interleucina-1, interleucina-3, 
interleucina-6, interleucina-8, factor de 
necrosis tumoral, factor de crecimiento 
derivado de plaquetas, interferón, 
eritropoyetina, factor de crecimiento de 
fibroblastos, factor angiogénico 
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2. El macrófago y su papel en la producción y diferenciación de los granulocitos

neutrófilos. 

Las primeras evidencias experimentales para considerar a las células del sistema 

monocito-macrófago con un papel importante en la generación de los granulocitos

neutrófilos, se basan en los experimentos realizados en 1987 por Rich en Alemania. Al 

estar estudiando el papel inhibitorio de la lactoferrina, la cual se conocía desde 1979 era 

un inhibidor de la hematopoyesis, encontró que la formación de colonias hematopoyéticas 

no era disminuida por esta proteína, sino por el contrario, era estimulada (Rich-Sawatzki, 

1987). 

Cuando Rich y cols, evaluaron los sobrenadan tes obtenidos de los cultivos de macrófagos 

residentes cultivados en presencia de lactoferrina, sobre células de médula ósea en 

cultivos en agar, encontraron que las colonias que se desarrollaban en este sistema 

consistían principalmente de granulocitos-neutrófilos. Estos resultados demostraban 

que la Jactoferrina provocaba que el macrófago produjera un factor (es) de crecimiento 

y diferenciación de neutrófilos. Una prueba más contundente del papel de la lactoferrina 

en la generación de los granulocitos-neutrófilos, la obtendría un poco después cuando 

inoculó in vivo esta molécula y, demostró que los conteos de neutrófilos en sangre 

periférica se incrementaban claramente en comparación con los controles (Rich, 1988). 

De esta manera, Rich y cols, fueron los primeros en dar evidencias de que el macrófago 

puede regular la producción de los granulocitos-neutrófilos. Sin embargo, estos resulta

dos no demuestran que esta producción de neutrófilos inducida por la lactoferrina, sea a 

consecuencia de la secreción por parte del macr6fago de un factor de crecimiento 

específico para los granulocitos. 

Otra línea de investigación independiente, encaminada a demostrar la participación de 

los macrófagos en la producción y diferenciación de los granulocitos-neutrófilos es la que 
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se persigue en el presente trabajo doctoral. Los primeros resultados que nos hicieron 

pensar en ese sentido fueron los obtenidos previamente en nuestro laboratorio, en los 

cuales dábamos evidencias de que la producción de los CSFs en condiciones normales es 

célula-específica y dependiente del ciclo celular (Zambrano y cols, 1989 b). 

Debido a que era conocido desde inicios de la década de los 70, que los sobrenadan tes 

de los cultivos de fibroblastos originaban colonias de macrófagos fue aceptado que este 

tipo celular producía M-CSF (Stanley y cols, 1970). Unos años después Weiss y cols, 

demuestra que las células epiteliales son la principal fuente de GM-CSF. Como 

posteriormente se comprueba que los linfocitos T son los principales productores de IL-

3, este mismo investigador propone que la producción de los CSF es célula específica 

(Zambrano y co/s, 1989 a). Sin embargo, en lo que se refiere a la producción de G-CSF 

no existían datos acerca de cual sería el tipo celular involucrado. Una aproximación de 

que los macrófagos pudieran participar en la génesis de los granulocitos fue obtenida por 

nuestro grnpo al estar trabajando con monocitos derivados de médula ósea y, estudiar que 

tipo de CSF producían (Zambrano y co/s, 1988). 

Tratando de demostrar que la producción de los CSFs es célula específica y dependiente 

del ciclo celular, encontramos que cuando estimulábamos a proliferar a monocitos 

derivados de la médula ósea con el factor M-CSF (factor de crecimiento de macrófagos) 

estos eran capaces deproducirun CSF con diferente masa molecular al M-CSF empleado 

y a los reportados previamente para GM-CSF e IL-3 (Zambrano y co/s, 1988; Zambrano 

y cols, 1989 a). Este resultado apoyaba nuestra hipótesis de la producción célula

específica de los CSFs. Asimismo, el hecho de que los monocitos de médula ósea 

produjeran un factor con actividad estimuladora de colonias, despertó nuestro interés por 

estudiar las características bioquímicas y biológicas de este CSF. 

La aproximación bioquímica se obtuvo cuando el CSF derivado de monocitos de 

médula ósea se purificó parcialmente obteniéndose una masa molecular de 45 kd. (Mora 
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y cols, 1988). Además, reportes citados en la bibliografía corroboraban que el CSF de45 

kd reportado por nuestro grupo había sido detectado con la misma masa molecular en 

rnacrófagos residentes e inducidos de cavidad peritoneal (Calgcano y cols, 1982), en una 

línea de tipo rnacrófagico y en rnonocitos de sangre periférica humana (Lotem y cols, 

1980; Su/livan y cols, 1985), haciendo suponer que las células del sistema rnonocito

rnacrófago producen un CSF que es célula-específica. 

Pero la interrogante principal consistía en conocer el tipo celular mieloide sobre el que 

incidía este CSF. Debido a que los rnacrófagos producen sustancias con capacidades 

diferenciadoras sobre granulocitos (Narhan, 1987; Paveri y cols, 1988) y tornando en 

consideración que hemos propuesto que la producción de los CSF es célula-específica, 

en este trabajo se estudiará si el CSF de 45 kd es un factor de producción y diferenciación 

de granulocitos-neutrófilos (G-CSF). Asimismo, si esta molécula tiene efectos 

diferenciadores sobre este linaje y además, si es producida por rnacrófagos normales 

indicando la naturaleza célula-específica del G-CSF. 

Por otra parte, debido a que células no-hematopoyéticas del tipo de los fibroblastos 

participan en la producción de las células sanguíneas a través de la secreción de CSFs, en 

particular de M-CSF, el cual estimula el crecimiento de los macrófagos y de que corno 

ha sido demostrado por nuestro grupo, los rnacrófagos bajo el estimulo del M-CSF 

producen un CSF de 45 kd y de que es conocido que los rnacrófagos producen factores con 

actividades rnitógenas sobre fibroblastos (Leibovich, 1978; Lovhaug y cols, 1986), la 

segunda fase de este trabajo doctoral estudiará si este CSF de 45 kd es un factor de 

crecimiento para fibroblastos normales. 

De demostrarse lo anterior, se estaría dando evidencias de la interrelación que existe a 

nivel humoral entre células hematopoyéticas y estrornales en la regulación de la 

producción de granulocitos-neutrófilos. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El estudio de la función que tienen los factores estimuladores de colonias (CSFs) sobre 

la producción hematopoyética se ha expandido de manera considerable desde la primera 

descripción que se hiciera de los mismos hace más de 28 años. En un inicio el interés se 

centró en conocer cuales eran los tipos celulares que participaban en la producción de 

estas moléculas, demostrándose que casi cualquier tejido u órgano de nuestro organismo 

tenían la capacidad de generar los CSFs (Sachs, 1992; Metcalf, 1992). 

Posteriormente, el estudio se enfocó en conocer qué células de manera normal producen 

CSFs, comprobándose que bajo condiciones normales los principales tipos son: los 

fibroblastos que producen M-CSF, las células epiteliales que producen GM-CSF y los 

linfocitos T que producen IL-3 (Zambra no y cols, 1990 a; Zambrano y cols, 1990 b; Ihle 

yco/s, 1982). 

En lo que se refiere al G-CSF, aunque se han descrito diversos tipos celulares tanto 

normales como tumorales que toman parte en su producción (Berdel y co/s, 1989), el 

papel del macrófago en producir este factor no había sido considerado. Como se 

describió en el marco teórico los primeros datos reportados de la participación de los 

macrófagos en la producción de los granulocitos fue con los trabajos de Rich y cols, en 

1988, demostrando que los macrófagos eran capaces de favorecer el desarrollo, tanto in 

vitro como in vivo, de los granulocitos en presencia de lactoferrina (Rich, 1988). Sin 

embargo, en sus estudios no demuestra que sea como consecuencia de la producción de 

los macrófagos de algún factor de crecimiento particular, o de G-CSF. 

De manera independiente, resultadc;iS<previos obtenidos por nuestro grupo demostraron 
.......... ;.J;--, 

que las células del linaje monocito-m~crófago previamente estimulados con endotoxinas 
·~ ~ 

o como consecuencia de su proliferación; estimulaban la formaciQ.h de colonias de 

granulocitos en cultivos de médula ósea (Mara y cols, 1988; za"Jffno y cols, 1990 a). 
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Los datos indicaban la posibilidad de que los macrófagos estuvieran secretando al medio 

un factor o factores responsables de la generación de granulocitos. 

Teniendo en cuenta los antecedentes antes descritos, en este trabajo se estudió si los 

macrófagos tanto normales corno provenientes de una línea celular transformada tienen 

la capacidad de secretar G-CSF corno consecuencia de su activación o como parte de su 

producción normal, además de caracterizar el peso molecular de este factor y de 

contribuir al concepto de que la producción de los CSFs es célula-específica. 

Por otra parte, teniendo en consideración que durante el proceso hematopoyético se 

necesita una íntima asociación entre las células estrornales y las células hematopoyéticas 

para la producción de células sanguíneas de novo, además de que es conocido que los CSFs 

producidos por cierto tipo de células estrornales, corno los fibroblastos y las células 

epiteliales, estimulan a su vez a las células hernatopoyéticas de manera parácrina a 

producir de novo CSFs y de que recientemente ha sido demostrada la presencia de 

receptores de CSF en células tumorales (Shoukat y cols, 1988; Berde!y cols, 1989 ), en 

este trabajo se estudió si el CSF producido por rnacrófagos, que suponemos es G-CSF, 

a su vez posee la capacidad parácrina de estimular la proliferación de fibroblastos, ya que 

de demostrarse este efecto indicaría la existencia de un mecanismo de retroalimentación 

humoral positiva para la producción de los granulocitos. 
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HIPOTESIS 

Existen evidencias experimentales que demuestran que la producción del GM-CSF, del 

M-CSF y de la IL-3 es célula-específica. Para el caso del G-CSF aunque ha sido descrito 

su producción tanto por células normales como tumorales, aún no se ha identificado el 

tipo celular principal en su generación. Teniendo en consideración resultados de nuestro 

grupo de que las células del linaje monocito-macrófago de varios órganos y tejidos 

producen un inductor con actividad tipo CSF de 45 KD; se sugiere que esta molécula 

pueda ser un factor con capacidad de proliferación y diferenciación de granulocitos (G

CSF). 

Por otro lado, debido a la cooperación que se genera entre los macrófagos y los 

fibroblastos en los procesos de reparación de tejido (cicatrización) como consecuencia 

de traumatismo, en la que es bien conocido que los macrófagos producen varios factores 

de crecimiento para fibroblastos y los fibroblastos factores de proliferación y 

diferenciación hematopoyética, y de que recientemente se ha demostrado la presencia de 

receptores para algunos CSF en células estromales de origen tumoral, sugerimos que el 

CSF de 45 kd que producen los macrófagos o el mismo rhG-CSF pueden ser factores de 

proliferación de fibroblastos. Esto pondría en evidencia la existencia de un mecanismo 

que controlarfa tanto la repación de tejido como la generación de células sanguíneas 

efectoras (en este caso granulocitos). 
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar si las células del linaje monocito-macrófago producen un inductor de la 

proliferación y diferenciación de granulocitos, caracterizar bioquímicamente el peso 

molecular de este factor, determinar si esta producción es general de macrófagos y si este 

inductor o el rhG-CSF tienen la capacidad de estimular la proliferación de fibroblastos. 

Objetivos Pm1iculares 

!.- Estudiar si macrófagos normales de médula ósea y de cavidad peritoneal son capaces 

de producir un inductor con actividad estimuladora de colonias de granulocitos. 

2.- Evaluar si la línea de tipo macrofágico WR19M. l produce un inductor con actividad 

estimuladora de colonias de granulocitos. 

3.- Determinar bioquímicamente el peso molecular aparente del inductor con actividad 

estimuladora de colonias de granulocitos. 

4.- Evaluar si este inductor parcialmente purificado tiene efectos sobre la formación de 

colonias de granulocitos, además de estimular sus funciones efectoras como la fagocito

sis de partículas de latex sobre granulocitos y en poblaciones de macrófagos. 

5.- Estudiar si el inductor parcialmente purificado posee la capacidad de estimular la 

proliferación de fibroblastos tanto a baja como a alta densidad. 
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MATERIALES Y METO DOS. 

Se utilizaron ratones de 4 a 8 semanas de edad, de la cepa CD-1 como donadores de 

células de médula ósea, de macrófagos residentes e inflamatorios dela cavidad peritoneal, 

así como de pulmones y riñones para la obtención de fibroblastos y células epiteliales 

respectivamente. 

Condiciones de cultivo. 

Tanto los cultivos de células hematopoyéticas como de las células estromales, se 

realizaron en una atmósfera de 10% de CO,. a 37º C y con 95% de humedad relativa. Se 

utilizó medio de cultivo mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM: Sigma 

Chemical Co; St. Louis, MO), suplementado con !0% de suero de caballo para los 

cultivos de las células hematopoyéticas (Microlab, D.F. México) y con suero fetal de 

bovino (Microlab) al mismo porcentaje para los cultivos de fibroblastos de pulmón y 

células epiteliales de riñón. Antes de su uso tanto el suero de caballo como el suero fetal 

de bovino fueron inactivados a 56° e por 30 minutos. 

Una vez que se preparó el DMEM (Apéndice I), se le adicionó 100 ug/ml de 

estreptomicina, 100 U/mi de penicilina G cristalina y 3.7 g/ml de bicarbonato de sodio 

(Sigma) antes de utilizarlo como medio de cultivo. 

En los cultivos celulares se utilizaron cajas de petri de 60 x 15 mm de diámetro (Nunclon, 

Dinamarca) para el crecimiento de los fibroblastos de pulmón y de las células epiteliales 

de riñón y para los cultivos de las células hematopoyéticas cajas de petri de 35 x 10 mm 

de diámetro (Nunclon). Para los ensayos de proliferación celular se utilizaron placas de 

fondo plano de 96 pozos (Nunclon). 
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Células: 

Fibroblnstos de pulmón. 

Para la obtención de fibroblastos del pulmón los animales fueron sacrificados por 

dislocación médulo-encefálica. Posteriormente, se realizó una incisión ventral a nivel del 

tórax y se extrajeron los pulmones. Ambos órganos fueron lavados en solución 

amortiguadora de fosfatos (SAF) (Apéndice II) hasta eliminar la mayor cantidad de 

sangre. Se cortaron los pulmones sin desgarramiento del tejido, en trozos de 3 mm 

aproximadamente. Los pedazos de pulmón se colocaron en un matraz erlenmeyer de 50 

mi adicionándole 10 mi de una solución al 0,05% de colagenasa tipo IV (Sigma). El 

matraz con los pulmones se colocó en baño de maría a 37 º C durante 10 min. Transcurrido 

este tiempo, se retiró la solución enzimática y se agregó colagenasa recién preparada a 

la misma concentración y temperatura, pero incubadas por 15 min. 

Una vez realizadas estas dos disgregaciones enzimáticas, todo el contenido se pasó a 

través de una malla de nylon para separar al tejido no disgregado, colectándose todo el 

contenido en un tubo cónico de 50 mi. El tubo cónir.o con las células fue colocado en un 

baño de hielo por 5 minutos para inactivar a la enzima. 

Se centrifugó todo el contenido a 70 x g por 5 min, desechándose el sobrenadante. Esta 

operación se repitió en 3 ocasiones más utilizando 5 mi de SAF, a las mismas revoluciones 

y por el mismo periodo. 

Las células obtenidas se contaron con la ayuda de un hemocitómetro y se sembraron 5 

X 10' en cajas de 60 x 15 mm de diámetro por 7 días. 
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Células epiteliales de riñón. 

Los ratones fueron sacrificados por dislocación médulo-encefálica, posteriormente se 

realizaron dos incisiones dorso-laterales extrayéndose los riñones. Estos se colocaron en 

una caja de petri que contenía 5 mi de SAF. Antes de su procesamiento se descapsularon 

y se cortaron en trozos de aproximadamente 3 111111. Hecha esta operación los trozos del 

tejido se pasaron a un matraz erlenmeyer de SO ml, precediendo a su disgregación 

enzimática. 

Para ello, se agregó dependiendo de la cantidad de tejido, de 10 a 20 mi de tripsina tipo 

11 (Sigma) a una concentración de 0.2S% en SAF. El matraz con el tejido y la solución 

enzimática se colocó en baño de maría a 37 º C por 10 minutos. Después de transcurrido 

este tiempo, se retiró la solución enzimática con la ayuda de una pipeta estéril y se 

agregaron 20 mi de solución enzimática recién preparada colocándose nuevamente el 

matraz en baño de maría a 37 º C pero ahora por 30 a 4S min (esto dependerá de la cantidad 

del tejido disgregado). 

Una vez que se alcanzó aproximadamente un 75% de disgregación del tejido, se 

procedió a pasar todo el contenido del matraz a través de una malla de nylon para retener 

al tejido no disgregado, colectándose el contenido en un tubo cónico de SO mi. Se procedió 

a inactivar a la enzima ya sea colocando el tubo en un baño de hielo por S minutos o 

agregando a aquél 0.5 mi de suero de caballo o fetal de bovino. 

Realizado lo anterior, se centrifugó a 70 g por espacio de 3 minutos, se desechó el 

sobrenadante y se realizaron 2 lavados más con 5 mi de SAF c/u por el mismo periodo 

de tiempo. Se contó el número celular y se sembró de S X 10 5 a 1 X 10 •células en cajas 

de petri de 60 X IS mm, incubando por espacio de 7 días. 
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Células de médula ósea. 

Se sacrificó al ratón por el procedimiento ya descrito. Posteriormente, se hizo una 

incisión a nivel medio de cada una de las dos extremidades anteriores del animal para 

extraer los 2 huesos fémurs, los cuales fueron colocados en 5 mi de DMEM. Después ele 

lo cual se procedió a quitarles el exceso de tejido muscular con la ayuda de pinzas y tijeras 

estériles. 

Realizada la operación anterior se procedió a desalojar el tejido medular, para ello se 

emplearon jeringas de insulina estériles con las cuales se tomó 1 mi de DMEM haciéndolo 

fluir de un extremo a otro del hueso. Se repitió la operación hasta conseguir que la mayor 

cantidad del tejido medular fuera desalojado (el número de células hematopoyéticas 

obtenidas por este procedimiento debe estar en un valor aproximado de 15 a 20 x JO 6). 

Una vez hecho lo anterior, se centrifugaron las células de médula ósea a 70 x g por 5 min, 

repitiéndose la operación 2 veces más bajo las mismas condiciones. Se contaron las 

células con la ayuda de un hemocitómetro, sembrando 5 X 1 O 5 células para los ensayos 

enagar. 

Macrófagos y granulocitos "inflamatorios" de la cavidad peritoneal 

Para la obtención de macrófagos y granulocitos "inflamatorios" de la cavidad perito

neal, los ratones fueron inyectados i. p. con 3 mi de caseínato de sodio (Difco Laboratories, 

Detroit, MI) al 10% en SAF. Mediante lavado peritoneal, los granulocitos fueron 

colectados a las 16 hrs y los macrófagos a los 4 días mediante el procedimiento siguiente: 

una vez sacrificados los ratones se realizó una incisión de aproximadamente 5 mm a nivel 

del abdomen; con unajeringa de 20 mi se introdujeron 10 mi de SAF, se agitó ligeramente 

la cavidad peritoneal y se retiró el mayor volumen posible, esta operación se repitió 3 
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veces más (la cantidad degranulocitos obtenidos fluctúa entre los 10-12 x JO•y para los 

macrófagos entre 6-8 x 106 ). 

Los macrófagos residentes fueron obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones no 

tratados, utilizando el mismo procedimiento para retirar a las células ya descrito para los 

granulocitos y los macrófagos "inflamatorios". Con la finalidad de homogenizar a las 

poblaciones obtenidas, las células retiradas tanto de los ratones tratados como de los no 

tratados fueron colocadas en cajas de petri de 5 mi en presencia de DMEM al 10% en suero 

de caballo e incubadas a 37° C por 1 hora. Transcurrido este tiempo las células adherentes 

fueron utilizadas como macrófagos y las flotantes, en el caso de los ratones inyectados por 

16 hrs, como granulocitos. 

Mediante tinción con Giemsa, los cultivos de macrófagos fueron 97% puros con 3% de 

granulocitos contaminantes y los cultivos de granulocitos 95% puros con un 5% de 

macrófagos. 

Obtención de medio condicionado. 

Con la finalidad de obtener CSFs provenientes de fibroblastos, células epiteliales, 

macrófagos residentes e inflamatorios de la cavidad peritoneal, los sobrenadantes de los 

cultivos en el segundo pasaje, para el caso de los fibroblastos y de las células epiteliales 

fueron retirados a los 7 días de cultivo después de haberse cultivado durante este periodo 

de tiempo 1.5 X 10 5 y 2.5 x 10 5 fibroblastos y células epiteliales respectivamente. 

Para el caso de las células monocíticas, los sobrenadantes fueron retirados después de 

cultivar 4 X 10 6 macrófagos residentes o "inflamatorios" en presencia o ausencia de 10 

microgramos de lipopolisacaridos de Salmonel/a rvphimurium (Difco, Detroit, MI). 

En el caso de la línea de tipo macrofágico WR19M. l una vez de haberse sembrado 5 X 

10 ', los sobrenadantes se retiraron al cuarto día de cultivo. 

lttnio, 1993 60 



Mendoza R., J. F. 

En todos los casos, los medios condicionados (MC) así obtenidos fueron congelados a 

-20 o e hasta su utilización. 

Ensayo de fonnación de colonias. 

Los medios condicionados producidos durante el cultivo de las diferentes estirpes 

celulares empleadas en este trabajo (macrófagos residentes e inducidos y células epite

liales y fibroblásticas) fueron evaluados en cuanto a su capacidad de inducir la formación 

de colonias en células de médula ósea. 

Para ello, fue utilizada la técnica de doble capa en agar (Pluznik-Sachs, 1965), la 

cual consistió en colocar en una caja de petri de 60 x 35 mm de diámetro dos capas de agar: 

la primera al 0.6% laque contiene el MC a ser evaluado y la segunda al 0.3% que contiene 

a las células de médula ósea (aproximadamente 5 x l0 5células por caja). Se incuban los 

cultivos por espacio de 7 días, posteriormente se evalúan los cultivos con la ayuda de un 

microscopio invertido. Todas las agrupaciones celulares mayores o iguales a 20 células 

fueron consideradas como colonias. 

Detenninación de la morfología de las colonias. 

La evaluación de la morfología celular de las colonias inducidas por los diferentes MC 

empleados en este estudio, fueron realizadas por una modificación de la técnica de 

transferencia del agar a portaobjetos (Jazbieh y cols, 1986). Para ello, la capa superior 

de agar es cortada en secciones de aproximadamente 2.5 X 1 cm y sobre éstas es 

sobrepuesta una hoja de papel filtro Whatman del No 2 (Whatman Incorporated, Clifton, 

NJ). 

Tan pronto como el agar conteniendo las colonias se adhiere al papel filtro es retirado 
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y transferido a un portaobjetos. Se deja secar durante 30 a 45 min después el papel filtro 

es separado del agar cuidado!'amente. Se tiñen las colonias embebidas en el agar, 

fijándolas previamente con etanol por 3 minutos, con Giemsa al 1 O% por espacio de 1 O 

a 15 min. 

El criterio utilizado para asignar morfología celular fue el siguiente: cuando las colonias 

contenían células pequeñas con núcleo delgado en forma de anillo fueron consideradas 

como granulocitos en banda, cuando el núcleo fue segmentado como granulocitos 

maduros y cuando las colonias fueron grandes en tamaño y vacuoladas fueron registradas 

como macrófagos. Las colonias con células inmaduras fueron registradas como blásticas. 

Ensayo de proliferación celular. 

Para los ensayos de proliferación celular de los cultivos de fibroblastos y células 

epiteliales se utilizaron dos técnicas diferentes. La primera consistió en sembrar 1.5 X 

105 fibroblastos en presencia de 3 ng/ml de IL-1, 4 ng/ml de M-CSF y 400 ng/ml de G

CSF por 7 días. Posteriormente, esta estirpe celular fue disgregada enzimáticamente con 

tripsina (Sigma) al 0.1 % en SAF. Después, la enzima fue desactivada agregando0.5 mi 

de SFB y lavadas 3 veces con SAF a 70 g por 5 min. Finalizada esta operación se desechó 

el sobrenadan te y los fibroblastos así obtenidos fueron resuspendidos en un volumen de 

2 mi de DMEM y evaluado su número celular mediante un hemocitómetro y utilizando 

un microscopio compuesto. 

En la segunda técnica, se utilizó la incorporación de timidina tritiada como un índice de 

la síntesis de DNA (Baserga, 1990). Para ello, se sembraron 2.5 X 10 3 células de tipo 

fibroblástico y 7.5 X 10 'células epiteliales en placas de 96 pozos (Nunclon), en DMEM 

al 10% en SFB durante 6 días. Posteriormente, se desechó el sobrenadan te de las placas 

de 96 pozos y se hicieron 3 lavados con DMEM para eliminar las trazas de SFB. Se 
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adicionaron los CSFs a una concentración de 100 ng para el factor M-CSF, 100 ng para 

GM-CSF, 100 ng para IL-3 y 250 ng para G-CSF. 

Las placas fueron incubadas por 16 horas, tiempo después del cual se adicionaron 100 

microlitros (µ!)de timidina tritiada (Dupont, USA) a una concentración de un microcurie/ 

mi (actividad específica de 15 Ci/ mmol) y se incubó nuevamente pero ahora por 8 horas. 

Transcurrido este tiempo se procesó cada placa por separado en un cosechador MH-12 

(Beckman Instruments de México), utilizando papel para cosechadora Brandel con 

centellador absorbido (Beckman). Después de realizada la cosecha se transfirió el papel 

a líquido de centelleo Brandel y se procedió a su lectura en contador de centelleo 

(Beckman). 

Detenninación de desmogleína. 

La técnica de la determinación de desmogleína fue utilizada para corroborar el origen 

de las estirpes celulares empleadas (Mueller-Frank, 1983). Para ello, se obtuvieron 

desmosomas de hocico de bovino y los anticuerpos anti-desmogleína se obtuvieron de 
' conejos inmunizados con desmogleína (Laemmli, 1970). 

Por otra parte, tanto las estirpes celulares con morfología fibroblástica como epitelial 

se dejaron proliferar en portaobjetos hasta saturación. Posteriormente, fueron fijadas con 

metano! y permeabilizadas con acetona a -20 º C por 5 minutos e incubadas con 

anticuerpos anti-desmogleína de conejo por 30 minutos. Después con IgG-isotiocianato 

fluoresceínada anti-conejo de carnero (FITC). Las células fueron lavadas exhaustivamente 

entre cada incubación con solución amortiguadora Tris (SAT) conteniendo 1 % (p/v) de 

albúmina de suero de bovino. Las células fueron montadas finalmente en SAT contenien-

do 90% (p/v) de glicerol y 1 mg/ml de parafenildiamina. 

Unicamente los cultivos que por examen visual tuvieron morfología epitelial y que 
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fueron positivas para desmogleína se utilizaron como células epiteliales y aquéllos con 

morfología fibroblástica y negativos para desmogleína como fibroblastos. 

Purificación de la molécula de 45 Kd del MC de la WR19M.t. 

Tres mililitros del MC de Ja WRl9M.1 (MC-WR19M. l) fueron pasados en una 

columna de 80 X 2.5 cm de diámetro que contenía sephadex G-100 (Pharmacia Fine 

Chemicals; Uppsala, Suecia). Como eluyente se utilizó SAF (pH 7. 2) a 4 ºCa un intervalo 

de flujo de 15 ml/hr obteniéndose 50 fracciones de 4. 7 mi cada una. 

Se usó azul dextran para determinar el volumen de exclusión, mientras que Ja transferrina, 

la ovoalbúmina, media hemoglobina y el citrocomo C como proteínas de referencia. El 

perfil de elución de las proteínas fue siempre leído a 280 nm. 
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RESULTADOS 

La línea celular de tipo macrofágico WR19M.1 produce un inductor con 

actividad estimuladora de colonias de granulocitos. 

Con la finalidad de estudiar si células del linaje monocito-macrófago producen factores 

humorales con capacidad de estimular la producción y la diferenciación de granulocitos

neutrófilos, se analizó primero si el medio condicionado de la línea transformada de tipo 

macrofágico WRl9M.l (MC-WR19M.l) estimulaba la formación de colonias de 

granulocitos en cultivos de células de médula ósea de ratón. 

El MC-WR19M.1 fue utilizado al 10% para los ensayos de formación de colonias. 

Como controles positivos se utilizaron en el mismo porcentaje los MC de fibroblastos 

y de células epiteliales (MCF y MCE respectivamente) y como control negativo un 

cultivo al cual no se le adicionó MC (Tabla 1.). 

Tabla 1. Número y porcentaje de colonias con diferente morfología. 
NUMERO DE COLONIAS (Porcentaje) 

Granulocitos Macr6fagos Blastos Total 

Inductores Bandas Segmentados 

0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

MC-WR19M.l 45(18) 190(76) 15(6) 0(0) 250(100) 

MCE 45(9) 185(37) 225(45) 45(9) 500(100) 

MCF 3(1) 26(9) 260(90) 0(0) 289(100) 

Las células de médula ósea fueron cultivadas en agar por 7 días en presencia del 
medio condicionado de la línea de tipo macrofágico WR l 9M. l y de los medios 
condicionados por fibroblastos y células epiteliales. El término banda se refiere a 
células con núcleo en forma de anillo; el de segmentado a células con núcleo 
segmentado. (-), indica control sin inductor. 
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Los resultados obtenidos muestran que el MC-WR19M. l tiene la capacidad de inducir 

preferentemente la formación de colonias de granulocitos (235 colonias, lo que represen

ta el 94% del total) además, de estimular la proliferación de colonias de macrófagos 

aunque en menor cantidad (sólo el 6% del total de colonias formadas). Como puede 

observarse en la Tabla 1, los MC usados como controles positivos para colonias de 

granulocitos-macrófagos y para macrófagos (MCE y MCF respectivamente), estimula

ron esencialmente esos tipos celulares. 

La línea celular de tipo macrofágico WR19M.1 produce un factor de 45 Kd con 

actividad tipo G-CSF. 

Una vez que se demostró que la línea de tipo macrofágico WR19M. l produce un 

inductor con actividad formadora de colonias de granulocitos, se analizó el peso 

molecular de este inductor. Para ello, 2 mi del MC-WR19M. l fueron colocados en una 

columna para cromatografía que contenía sephadex G-100 para ser separados 

molecularmente, se obtuvieron 100 fracciones de 4.5 mi cada una (Fig 1.). 

e 
"1.s o 
~ 
13 
ZI 
¡'¡§ 
a: 
5l 
~D.5 

/ ... ........... - -............. _ ........... 
108 127 148 169 190 

VOLUMEN DE EXCLUSION (mi) 

Figura l. Absorbancia y volumen de exclusión del medio condicionado de la línea 
WR19M.l. 
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Las fracciones fueron utilizadas al 10% en los ensayos biológicos, evaluándose su 

capacidad de formar colonias en cultivos de células de médula ósea y se encontró que el 

inductor tenía un peso molecular de aproximadamente 45 Kd (Fig 2.). Al realizar el 

análisis morfológico de las colonias inducidas por la fracción de 45 Kd en cultivos de 

células de médula ósea, encontramos que indujo sólo colonias de granulocitos (Tabla 2). 

Como la fracción de 45 Kd tuvo el mismo efecto biológico que el rhG-CSF (conocido 

inductor de la diferenciación de granulocitos), el que se utilizó como control positivo, 

sospechamos que esta fracción contiene probablemente una actividad tipo G-CSF. En 

este ensayo se utilizaron como recombinantes control rhIL-1 e rhIL-2, los cuales no tienen 

efecto conocido en la proliferación de granulocitos, y como control negativo cultivos de 

médula ósea sin ningún inductor . 
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Tabla 2. Número y porcentaje de colonias con diferente morfología. 

NUMERO DE COLONIAS (Porcentaje) 

Granulocitos Macrófagos Blastos Total 

Inductores Bandas Segmentados 

0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

rhIL-2 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

rhIL-1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

rhG-CSF 15(3) 428(83) 72(14) 0(0) 515(100) 

Fracción 0(0) 14(100) 0(0) 0(0) 14(100) 
45-KD 

Las células de médula ósea fueron cultivadas en agar por 7 días en presencia de la fracción de 
45 Kd y del rhG-CSF; como recombinantes control se utilizó rhIL-2 e rhIL-1. El término banda 
se refiere a células con núcleo en forma de anillo; el de segmentado a células con núcleo 
segmentado. (-),indica control sin inductor. 

La fracción de 45 Kd y el rhG-CSF estimulan de manera similar la fagocitosis 

y la diferenciación moñológica en granulocitos "inflamatorios" y de médula 

ósea. 

Debido a que el MC-WR19M. l contenía un inductor con actividad tipo G-CSF con un 

peso molecular de 45 Kd y que ésta molécula tiene propiedades de diferenciación en 

granulocitos, decidimos estudiar si este inductor poseía efectos de activación de funcio

nes efectoras de granulocitos maduros; como la fagocitosis de partículas de latex, así 

como la de inducir diferenciación de granulocitos de médula ósea. 

Con este propósito, se utilizó la fracción de 45 Kd al 10% y se evaluó su capacidad de 

estimular la diferenciación de la morfología de los granulocitos de médula ósea, así como 

de su capacidad de incremento de la fagocitosis en esta población y en granulocitos 

"inflamatorios" de la cavidad peritoneal. Se encontró que esta fracción con actividad tipo 
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G-CSF fue un fuerte inductor de ambas propiedades diferenciadoras, sin embargo, no fue 

la única fracción que tuvo capacidad de activación y de diferenciación, ya que se detectó 

otra de un peso molecular de aproximadamente de 17 Kd (Fig 3.). 
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Figura 3. Perfil de de la cromatografía del MC-WR19M. l y ensayo de actividad 
biológica de las fracciones obtenidas en cuanto a su capacidad de inducir diferenciación 
morfológica en granulocitos medulares (.1.) y de incrementar la ingesta de particulas de 
latex en granulocitos inflamatorios de la cavidad peritoneal y de médula ósea (O) (•). En 
la parte superior, se indican las proteínas de referencia utilizadas. 

Asimismo, se evaluó sí el rhG-CSF tenía la capacidad de inducir las propiedades de 

activación y de diferenciación ya citadas en granulocitos obtenidos de médula ósea; 

encontrándose que el rhG-CSF fue un importante agente inductor de ambas propiedades 

de manera similar a las observadas con la fracción de 45 Kd (fabla 3). Como controles 

positivos se emplearon MCF y MCE los cuales estimulan principalmente la formación 

y maduración de colonias de macrófagos y de granulocitos-macrófagos respectivamente. 

Como controles negativos se utilizaron cultivos de granulocitos sin inductor. 
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Tabla 3. Morfología y porcentaje de granulocitos de médula ósea (MO) que fagocitaron 
partículas de latex y morfología de los cultivos de MO después de 4 días de cultivo. 

Porcentaje de PORCENTAJE DE MORFOLOGIA 
fagocitosis de granu-

Inductores locitos de MO Granulocilos Macrófagos Bias tos Total 
Bandas Segmentados 

7 S3 14 2S 100 

MCE 31 16 6S JI 100 

MCF 19 61 19 13 100 

MC-WRJ9M.J 20 IS 62 18 100 

rhO.CSF 24 10 67 12 11 100 

Los granulocitos de MO fueron cultivados durante 7 días en presencia de diferentes MC y del 
rhG-CSF. El término banda se refiere a células con núcleo en forma de anillo; el de segmentado 
a células con núcleo segmentado.(-), control sin inductor. 

Actividad mitogénica de la fracción cromatográfica de 45 Kd y del rhG-CSF 

sobre fibroblastos normales de pulmón. 

Teniendo en consideración que Jos fibroblastos producen M-CSF (factor de crecimiento 

de macrófagos) y de que como consecuencia de este estimulo los macrófagos producen 

un CSF de 45 kd (Zambrano y cols, 1989 a; Zambrano y cols, 1989 b), el cual hemos 

demostrado en la primera parte de este trabajo que es de tipo G-CSF, además de que 

recientemente se ha demostrado Ja presencia de receptores para CSFs en células 

tumorales y que es conocido que los macrófagos producen factores de crecimiento para 

fibroblastos (Nathan , 1987); quisimos estudiar si el MC-WR19M.1, Ja fracción de 45 

Kd y el rhG-CSF tenían efectos mitogénicos sobre fibroblastos, ya que ello evidenciaría 

Ja existencia de un mecanismo interdependiente entre Jos fibroblastos y los macrófagos 

para la producción de granulocitos-neutrófilos. 
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Con este fin, utilizamos 1x105 fibroblastosdepulmón en presencia del MC-WR19M.1 

al 10%, como control positivo utilizamos rhIL-1, un potente mitógeno para fibroblas

tos, y rhIL-2 como recombinante control ya que no posee efectos de proliferación en 

fibroblastos. Los resultados obtenidos muestran que el MC-WR19M.1 es un mitógeno 

notable para estas células inclusive más aún que la rhIL-1 (segunda columna, Tabla 4). 

Por otro lado, al utilizar las fracciones obtenidas de la cromatografía del MC-WR19M.1 

al 10% para determinar la existencia de algún mitógeno para fibroblastos, encontramos 

que únicamente la fracción de 45 Kd estimuló la proliferación de este tipo celular (Fig 

4.). 

Tabla 4. Inducción de la proliferación de fibroblastos de pulmón. 
Número dt! fihroblastos (x 10 .5 

J nd ucto r B:ija densidad Alta densidad 

7.2 ± 0.1 8.8 ± o.s 

MCWR19 21.7 ± 0.1 11.6 ± 0.8 

Fracción de 45 kd 11.4 ± 0.07 NO 

rhG-CSF 21.3 ± 0.1 12.8 ± o.s 

rhlL-1 10.4 ± 0.9 11.6 ± 0.7 

rhlL-2 4.8 ± 0.3 8.4 ± 0.2 

Los culhvos a baja densidad ( 1 x 10 3 hbrobiasfos) fueron mantemdos por 7 di as y los culhvos 
a alta densidad (8 x 10 5 fibroblastos) por 5 dias. ND, no realizado. 

Por otro lado, para determinar si el G-CSF es un factor de crecimiento para fibroblastos, 

se empleó rhG-CSF; como puede observarse en la segunda columna de la Tabla 4, esta 

molécula también es un fuerte inductor de la proliferación de los fibroblastos. 

Asimismo, se decidió estudiar si el MC-WR19M.l y el rhG-CSF podían estimular la 

proliferación de fibroblastos mantenidos confluentes (8 X 10 5 ). Como control positivo 

se utilizó nuevamente rhlL-1 y la rhIL-2 como recombinante control. Los resultados 
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Figura4. Perfil de la cromato
grafía del MC-WR19M. l y 
ensayo de actividad biológica 
de las fracciones obtenidas en 
fibroblastos de pulmón. En la 
parte superior, se indican las 
proteínas de referencia utili
zadas. 

obtenidos muestran que ambos inductores estimularon la proliferación de fibroblastos, 

siendo mayor la provocada por el rhG-CSF y similares las inducidas por el MC

WR19M. l y por la rhIL-1 (tercera columna, Tabla 4.). 

Efectos similares del MC-WR19M.l y del rhG-CSF en la incorporación de 

timidina tritiada por fibroblastos de pulmón. 

Para comprobar los efectos observados con el sobrenadan te de la línea WR 19M. l y con 

la molécula rhG-CSF sobre la proliferación de los fibroblastos de pulmón ya descritos 

por conteo celular, decidimos evaluar si el efecto proliferativo podía ser determinado 

utilizando una técnica más sensible. Se empleó la técnica de incorporación de timidina 

tritiada como un índice de división celular (Baserga, 1990), utilizando los MC de las 

líneas WR19M.l, como fuente de actividad tipo G-CSF, de la línea HTB-9 que es 

conocido produce constitutivamente G-CSF (Burgess, 1988) a diferentes porcentajes (25, 

50 y 100%). Además, del MC de macrófagos residentes normales estimulados con LPS 

(MacR+), debido a que es conocido que los macrófagos producen factores decrecimiento 
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para fibroblastos cuando son activados con endotoxinas (Nathan, 1987), como control 

positivo se utilizó PDGF (Platelet Derived Growth Factor) conocido mitógeno de células 

de tejido conectivo y como control negativo cultivos de fibroblastos sin inductor. Los 

resultados obtenidos confirman de manera general que el MC-WR l 9M. l contiene un 

inductor con actividad mitógena para fibroblastos, ya que hubo un incremento en la 

incorporación de timidina tritiada por parte de los fibroblastos cuando se empleó al 25% 

el MC-WR19M. l (Fig 5.). Asimismo, de que el G-CSF producido por la línea HTB9 

también tiene un comportamiento muy parecido (Fig 5.). 

En lo que se refiere al Mac-R+, también tuvo efecto en la incorporación de timidina 

tritiada, siendo más evidente cuando se utilizó el MC al 25 % . El PDGF fue un buen 

control inductor de la proliferación de fibroblastos (Fig 5.). 

14 / ·-----------------···-----------------·-·----·-·---¡ 1~ ~, ·-----------·-·-·------------~ ---·-----

10 1/ / ----------·--·-·-----·-----·-·-.. -·-·---.............. --... -_ .... _, ...... ---·-----"""'·-·--· 
/ 

/ 
/ 
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Figura 5. Efecto de diferentes inductores sobre la incorporación de timidina 3H en 
fibroblastos normales. Fibroblastos (2.S x 103) fueron matenidos 4 días en cultivo, 
después se agregaron los inductores por 16 hora~ y posteriormente la timidina 3H por 
Shoras. 
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Diferentes efectos mitogénicos de los CSF: IL-3 y M-CSF sobre fibroblastos 
de pulmón. 

Dado que las evidencias experimentales obtenidas en este trabajo demuestran que G

CSF es un factor de crecimiento de fibroblastos, decidimos estudiar la capacidad de otros 

CSF en provocar la incorporación de timidina en este tipo celular. Para ello, se sembraron 

2.5 X 10 3 fibroblastos en presencia de 100 ng de rhIL-3, 50 ng de rhM-CSF y 250 ng 

rhCSF. Como control positivo se utilizó 2.5 ng de rhPDGF, rhIL-2 como recombinan te 

control y como control negativo cultivos a los que no se les agregó recombinan te alguno. 

Los resultados obtenidos muestran, que la rh IL-3 y el rhM-CSF tienen un efecto 

importante en la incorporación de timidina tritiada, siendo mayor la provocada por la 

rhIL-3 (Fig 6.). Estos resultados indican que los fibroblastos proliferan en respuesta a 

varios tipos de CSFs, evidenciando además la posible existencia de un mecanismo 

cooperador a nivel humoral entre los fibroblastos y los CSFs. 

o u ~ w 5 z 
nQ flQ ng ng ng 

% SFB PDGF IL-2 CJ..CSF IL-3 M-CSF 

Figura 6. Efecto de diferentes inductores sobre la incorporación de timidina 'H en 
fibroblastos normales. Fibroblastos (2.5 x 10') fueron mantenidos durante 4 días en 
cultivo, después se agregaron los inductores por 16 horas y posteriormente timidina 3H 
por 8 horas. 
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Los macrófagos residentes de la cavidad peritoneal y no los "innamatorios" 

tienen la capacidad de producir un inductor con actividad tipo G-CSF y de 

estimular la proliferación de fibroblastos. 

Una vez que determinamos que una línea celular de tipo macrofágico produce un 

inductor de la formación de colonias de granulocitos y proliferador de fibroblastos, se 

procedió a estudiar si las células normales del linaje monocito-macrófago activadas o sin 

activar poseen esta misma capacidad. Para ello, se sembraron 4 X 10 • macrófagos 

residentes e "inflamatorios " en presencia o ausencia de LPS, con la finalidad de 

determinar si en condiciones normales o de activación los macrófagos producían un 

inductor de la proliferación y diferenciación de granulocitos y/o proliferador de 

fibroblastos. 

Los resultados muestran que sólo los sobrenadantes de los cultivos de macrófagos 

residentes estimulados con LPS (Mac-R+) tuvieron la capacidad de inducir la formación 

de colonias de granulocitos y en menor proporción colonias de macrófagos, y similares 

en composición a las inducidas por el rhG-CSF (Tabla 5.). Los MC de macrófagos 

residentes sin LPS y los "inflamatorios" con LPS (Mac-R y Mac-1+ respectivamente), no 

indujeron la formación de colonias de granulocitos . En este experimento se utilizó LPS 

para descartar su contribución en la diferenciación hematopoyética, rhIL-1 y rhlL-2 

como recombinantes control ya que no poseen efectos sobre la diferenciación de la 

morfología en granulocitos y rhM-CSF como control positivo de colonias de macrófagos. 

Por otro lado, cuando se evaluó la capacidad del Mac-R, el Mac-1+ y el Mac-R+, sobre 

su capacidad de estimular Ja proliferación de fibroblastos normales, el Mac-R + estimuló 

en mayor cantidad la proliferación de fibroblastos tanto a baja como a alta densidad 

(Tabla 6) y de incorporación de timidina titriada (Fig 5). 
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Tabla 5. Efecto de Jos medios condicionados de macrófagos residentes e inflamatorios 
sobre la diferenciación morfológica en células de médula ósea. 

Número de Colonias (Porcentaje) 

Inductores Onmulocitos Macrófagos Bias tos Total 

Bandas Segmentados 

0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

rhIL-2 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

rhIL-1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

LPS 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

Mac-R 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

Mac-I + 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 

Mac-R + 103(16) 361(56) 142(22) 39(6) 645(100) 

rbO-CSF 69(11) 431(69) 87(14) 38(6) 625(100) 

rbM-CSF 0(0) 0(0) 113(100) 0(0) 113(100) 

Las células de médula ósea fueron cultivadas en agar por 7 días en presencia del medio 
condicionado de la línea de tipo macrofágico WR 19M.1 y de los medios condicionados por 
fibroblastosy células epiteliales. El término banda se refiere a células con núcleo en fonnadeanillo; 
el de segmentado a células con núcleo segmentado. (-),indica control sin inductor. 

Tabla 6. Efecto de los medios condicionados de macrófagos residentes e inflamatorios 
sobre Ja proliferación de fibroblastos. 

Numero de fibroblastos (x 1<>5 

Inductor Baja densidad Alta densidad 

6.8±1.0 5.7±0.2 

7.6±0.3 7.2±0.3 

Mac-R+ 10.8±0.9 8.4±0.4 

rhG-CSF 9.5±0.4 8.8±0.3 

Cultivos a baja densidad (1 x 105 fibroblastos) fueron mantenidos por 7 día,s y cultivos 
a alta densidad (8 x 105 fibroblastos) por 5 días. 
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El inductor con actividad tipo G-CSF presente en el MC-WR19M.1 y en la 

fracción de 45 kd no inducen fagocitosis en macrófagos residentes e "inflamatorios" 

de la cavidad peritoneal pero sí en granulocitos. 

Tomando en consideración que el inductor con actividad de diferenciación de granulo

citos presente en el MC-WR19M.1 y en la fracción de 45 Kd sólo estimuló la 

diferenciación de la morfología de este linaje hematopoyético, quisimos evaluar si este 

inductor tenía algún efecto sobre la fagocitosis tanto en macrófagos como en granulo

citos. Con este fin, cultivamos 4 X 106 macrófagos residentes e "inflamatorios" en 

presencia del MC-WR19M. l y de la fracción de 45 Kd al 10% en los cultivos, y 

evaluamos la capacidad de estos inductores de estimular la fagocitosis de partículas de 

latex en las poblaciones ya citadas. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, no hubo fagocitosis de partículas de latex ni en 

macrófagos residentes ni en los "inflamatorios" cuando se incubaron en presencia del 

MC-WR19M. l y de la fracción de 45 Kd. Caso contrario fue el que se presentó en los 

granulocitos, en la que ambos inductores sí estimularon la fagocitosis de partículas de 

latex, un efecto parecido se observó con el rhG-CSF empleado (fabla 7). En estos 

experimentos se emplearon como controles MCF y MCE como diferenciadores de 

macrófagos y macrófagos-granulocitos respectivamente. Además, de LPS como control 

positivo ya que es conocido que en su presencia se estimula la capacidad de fagocitosis 

en los macrófagos. Asimismo, como negativo un cultivo al cual no se le adicionó 

inductor. 
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Tabla 7. Efecto de la fracción de 45-KD, del MC-WR19M. l y del rhG-CSF sobre el 
incremento de fagocitosis de partículas de latex en macrófagos residentes, inflamatorios 
y en granulocitos. 

Fagocitosis (Porcentaje) 

Tl¡JO celular rhG.CSF MC-WRl9M.I Fracción MCE MCF l.PS 
de45kd 

Ma:R 21 16 17 19 3) 23 30 

MacI 15 12 10 12 13 12 ZT 

Granulocitos 13 24 25 24 15 15 18 

Porcentaje de fagocitosis de latex por macrófagos residentes (Mac-R) e inflamatorios 
(Mac-1) de la cavidad peritoneal, y en granulocitos de médula ósea después de 2 días de 
cultivo en presencia de diferentes inductores. 
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DISCUSION 

Los trabajos realizados por Sachs y Metcalf en la década de los 60 pusieron en evidencia 

que la proliferación y la diferenciación mieloide es regulada por la acción de los factores 

humorales (agrupados en la familia de los modificadores biológicos conocidos como 

HGF), denominados MGis o CSFs. Con el paso de los años se han encontrado muchas de 

las propiedades biológicas y bioquímicas de los CSFs, además, con el desarrollo de las 

técnicas de ingeniería genética y de clonación molecular se ha podido obtener con elevada 

pureza a estos factores pudiéndose corroborar la gran mayoría de los efectos biológicos 

descritos inicialmente por estos investigadores. Sin embargo, un aspecto que aún no ha 

quedado bien esclarecido es el relacionado con las fuentes celulares encargadas de la 

producción fisiológica de los CSFs en condiciones normales. 

A este respecto, es bien conocido que existen diferentes fuentes de CSFs en el organismo 

dentro de las que se incluyen fluidos como el suero y la orina, órganos como el pulmón 

y la placenta y estirpes celulares como los macrófagos, los fibroblastos y las células 

endoteliales principalmente (Clark-Kamen, 1987). No obstante, la amplitud de las 

fuentes productoras de los CSFs en el organismo, aún no se ha esclarecido si la producción 

de los CSFs ocurre de manera normal o es consecuencia de la respuesta del cuerpo a 

situaciones de reto inmunológico, infección o stress. Existen dos escuelas del pensamien

to que tratan de explicar el mecanismo biológico que desencadena la producción de los 

CSFs: la escuela australiana postula que esta producción ocurre cuando el organismo es 

sujeto de infecciones por agentes patógenos y que células inmunocompetentes como el 

macrófago y el linfocito T son el principal aporte de los CSFs, los cuales se encargarían 

tanto de la producción de nuevas células efectoras, como de su activación para eliminar 

al agente patógeno (Allen-Dexter; 1990; Miyajima y cols, 1992; Metcalf, 1992). 

Por otro lado, la otra escuela (Weiss y cols) propone, dado que se encuentran CSFs en 
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el suero y la orina de personas sanas, que la producción de estos inductores es controlada 

por un mecanismo celular endógeno o constitutivo, en el cual participan las células que 

se encuentran en proliferación activa en el organismo (Zambrano y cols, 1990 a; 

Zambrano y cols, 1990 b). De acuerdo a sus primeros trabajos en los que indicaron que 

los fibroblastos y las células epiteliales, en condiciones de proliferación activa, son la 

principal fuente de M-CSF y de GM-CSF respectivamente, y de que posteriormente fue 

descrito que los linfocitos T, bajo las mismas condiciones, producen Multi-CSF o IL-3, 

propone que la producción de los CSFs en condiciones normales es célula-específica y 

dependiente del ciclo celular (Zambrano y cols, 1989 b ). Sin embargo, en lo que se refiere 

a la célula o células productoras del otro CSF denominado G-CSF, aún no se tenían datos 

que indicaran cual era el tipo celular que participaba en su producción de esta molécula. 

El papel del macrófago en la regulación de la producción de los granulocitos-neutrófilos 

ya había sido descrita en 1987 por Rich y cols. Sin embargo, este investigador y su grupo 

no dieron evidencias experimentales que hicieran pensar de que se trataba de G-CSF 

(Rich, 1987; Rich, 1988). 

En este trabajo se dan evidencias que indican que las células del linaje monocito

macrófago son la principal fuente de un inductor con capacidad de formar colonias 

de granulocitos-neutrófilos. El hecho de que la línea celular de macrófagos WR19M. l y 

de que los macrófagos residentes normales de la cavidad peritoneal secreten esta 

molécula demuestra que las células del linaje monocito-macrófago tienen un papel 

importante en la génesis de estas células fagocfticas. De acuerdo a Miyajima los fagocitos 

mononucleares se encargan de la producción constitutiva de los CSFs en el organismo y 

los linfocitos T de la adaptativa (Miyajima y cols, 1992), en este contexto los resultados 

obtenidos sugieren que la producción intrínseca de los CSFs por parte de los macrófagos 

tiene como función, entre otras muchas, Jade generar a las células del linajegranulocítico. 

La purificación bioquímica parcial de este inductor con actividad formadora de 
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colonias de granulocitos indica de que se trata de un factor con un peso molecular de 45 

Kd. Este peso molecular es semejante al reportado previamente por Calcagno y cols, en 

una línea de macrófagos, el cual fue cuantificado por ultracentrifugación (Calcagno y 

cols, 1982) y a los reportados para macrófagos residentes e "inflamatorios" de ratón 

(Lotem y cols, 1980) y al encontrado en monocitos de sangre periférica humana (Sullivan 

y cols, 1985), lo que sugiere que las células del linaje monocito-macrófago producen la 

molécula de 45 KD de manera célula-específica. 

Al evaluar la capacidad de la fracción de 45 KD de inducir diferenciación de la 

morfología o de activar funciones efectoras en células de médula ósea, resultó en una 

inducción de ambas propiedades, pero únicamente en células del linaje de los granulo

citos. Es importante, mencionar que ésta última propiedad también se presentó en 

granulocitos "inflamatorios" de la cavidad peritoneal, lo que indica la facultad de la 

molécula o moléculas presentes en la fración de 45 KD de estimular la proliferación, la 

maduración y la activación de los granulocitos-neutrófilos. Como los resultados aquí 

presentados son similares a los encontrados con el rhG-CSF, pensamos que apoyan de 

manera significativa que el factor o factores presentes en la fracción cromatográfica de 

45 Kd sea en realiadad un modificador biológico de la familia de los CSF; debido 

principalmente a que estas moléculas se distinguen por estimular la proliferación y 

diferenciación de células progenitoras mieloides así como de favorecer sus funciones de 

activación y efectoras en células maduras, como las que provoca el inductor de 45 KD en 

los progenitores de los granulocitos y sobre los granulocitos "inflamatorios" de la 

cavidad peritoneal. 

Además, resulta importante mencionar que la capacidad de proliferación y de 

diferenciación del inductor con actividad tipo-G-CSF sobre los granulocitos no se 

manifiestan en otros tipos mieloides, esto se demuestra por la incapacidad del inductor 

de 45 Kd de estimular la diferenciación de otros linajes hematopoyéticos en .los cultivos 
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en agar (Tabla 2.), así como de fallar en la inducción de la fagocitosis de partículas de 

latex en los macrófagos residentes y en los "inflamatorios" de la cavidad peritoneal 

(Tabla 7.). Esta especificidad biológica del inductor de 45 Kd sobre la proliferación, 

diferenciación y activación en los granulocitos es compatible con !a reportada para el 

factor G-CSF, ya que esta molécula es reconocida por su receptor, que en células 

hematopoyéticas, sólo se encuentra en los granulocitos (Souza y cols, 1986). Es por ello, 

que sería esencial estudiar en otro trabajo la expresión de receptores para G-CSF sobre 

granulocitos-neutrófilos inducidos por el inductor de 45 kd con actividad tipo G-CSF . 

Los datos que apoyan el que la actividad tipo G-CSF con peso molecular de 45 Kd sea 

en realidad G-CSF, son: 1) su capacidad de inducir la proliferación, diferenciación y 

activación de los granulocitos tanto de médula ósea como "inflamatorios", efecto que es 

parecido al que provoca la molécula recombinante rhG-CSF, 2) La especificidad 

biológica observada por el inductor de 45 kd en los granulocitos y no en otras poblaciones 

de células fagocfticas como los macrófagos residentes e "inflamatorios", lo que concuer

da con las propiedades biológicas reportadas para el G-CSF y 3) la capacidad del inductor 

de 45 kd de estimular la proliferación de los fibroblastos, la cual es compartida con la 

detectada en el medio condicionado de la línea HTB-9 (que es conocido produce de 

manera permanente G-CSF), y con la molécula recombinate G-CSF. Sin embargo, estas 

pruebas no son contundentes para afirmar que la actividad tipo G-CSF presente en la 

fracción de 45 KD sea en realidad la molécula G-CSF, ya que son indirectas, necesitán

dose realizar ensayos con la fracción de 45 Kd en presencia de anticuerpos policlonales 

dirigidos contra G-CSF o por otro lado, utilizar esta fracción cromatográfica para 

mantener el crecimiento de alguna línea dependiente de G-CSF, lo que demostraría de 

manera inequívoca la presencia o ausencia del factor G-CSF. Teniendo en consideración 

que en este trabajo no se realizaron las prueba~ anteriores para demostrar de manera 

fehaciente que el inductor con capacidad de estimular la proliferación, diferenciación 
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y activación en los granulocitos, y con la facultad de incrementar la proliferación de los 

fibroblastos, sea en realidad la molécula G-CSF, decidimos referirla como actividad 

tipo G-CSF (G-CSF-like activity). 

Otro aspecto importante que se reporta en este trabajo es el relacionado con el efecto 

mitogénico de la actividad tipo G-CSF de 45 Kd, del medio condicionado de la Unea 

HTB-9 y del factor rhG-CSF sobre fibroblastos de pulmón. La capacidad de estos 

inductores de estimular la proliferación en células que no pertenecen al linaje hemato

poyético, es una propiedad biológica nueva no descrita con anterioridad para el G-CSF. 

Aunque recientemente se ha reportado el efecto del GM-CSF sobre la proliferación de 

células pequeñas de pulmón, así como del efecto de otros CSF principalmente sobre 

carcinomas (Shoukat y cols, 1988; Berdel y cols, 1989), los resultados aquí reportados son 

diferentes ya que este estudio se realizó sobre células normales de origen no epitelial. 

Asimismo, es conviene señalar que en este ensayo los sobrenadan tes de los cultivos de 

las células HTB-9, WR 19M. l y Mac-R + provocaron una disminución en la proliferación 

de los fibroblastos, cuando se utilizaron al 75% y al 100% (Fig 5). Consideramos que 

el comportamiento observado con estos sobrenadantes, pudo deberse a la falta de 

nutrientes, a la presencia de algún metabolito tóxico o a ambos, ya que hay que recordar 

que los sobrenadantes son retirados hasta el cuarto día de cultivo. 

El hecho de que tanto el inductor de 45 kd con actividad tipo G-CSF, como del rhG

CSF fueran potentes mitógenos sobre fibroblastos de pulmón tanto a baja como a alta 

densidad, incluso en un rango mayor que la rhIL-1; un potente mitógeno para fibroblas

tos, indican la importancia que puede tener el G-CSF en regular la proliferación normal 

de este tipo celular. En el contexto de la producción sanguínea el que las células del linaje 

monocito-macrófago sean la fuente principal de una actividad estimuladora de granulo

citos (actividad tipo G-CSF) y de que éste factor tenga la capacidad de estimular la 

proliferación de los fibroblastos, provocando que estos produzcan M-CSF, qµe al incidir 
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sobre células monocíticas las estimularla a producir de novo G-CSF, estaría indicando 

la existencia de un mecanismo regulador a nivel celular y humoral en la producción de 

granulocitos neutrófilos (Fig 7 .). 

Evidentemente, para corroborar esta hipótesis sería necesario estudiar el efecto mitógeno 

del G-CSF sobre fibroblastos derivados de médula ósea o bien sobre alguna línea de 

fibroblastos de médula ósea ya establecida. Sin embargo, los resultados aquí prP.Sentados 

nos hacen pensar en la posible existencia de un mecanismo regulador entre los 

fibroblastos y los macrófagos en la producción de los granulocitos-neutrófilos; en el que 

los macrófagos al secretar G-CSF estimularían la diferenciación de la moñología de los 

granulocitos (Fig 3 y Tabla 2), pero además el G-CSF favorecería la proliferación de los 

fibroblastos (Tabla 4 y Fig 6) . Como consecuencia del desencadenamiento de este 

mecanismo, la proliferación y diferenciación de los granulocitos puede ocurrir a través 

de dos rutas principales interdependientes: a) en la primera, los macrófagos secretan G

CSF al medio extracelular como resultado de la proliferación de los precursores de los 

monocitos o por el reconocimiento de algún antígeno en bacterias. En la segunda, los 

macrófagos estimulan a los fibroblastos a proliferar a través de la participación del G

CSF, lo que provoca que éstos secreten M-CSF al medio, y este factor a su vez estimule 

a los precursores de monocitos a proliferar y producir más G-CSF (Fig 7). De acuerdo 

~ 
cwor-t, 
es• ·•J 

librobl..io 

Progenitor 

micloiw 

@-© 
Propanulocito Clranulocito 

Figura 7. Mecanismo celular y humoral hipotético propuesto para el control de la 
producción de los granulocitos-neutrófilos. 
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a este mecanismo hipotético se aseguraría un suministro constante de los granulocitos en 

condiciones normales y/o de stress. 

Por otra parte, es importante mencionar que el efecto observado sobre la incorporación 

de timidina provocado tanto por el MC-WR l 9M. l, la actividad tipo G-CSF y por el rhG

CSF, confirman los resultados primeramente descritos utilizando conteo en 

hemocitómetro, apoyando la validez de este método de cuantificación siempre y cuando 

se controlen de manera adecuada las variables para la separación de las células de ta 

monocapa adherida a la superficie de cultivo, y la homogenización de las mismas en la 

toma de muestras. Evidentemente, la incorporación de timidina tiene una gran ventaja 

sobre el conteo en hemocitómetro, ya que es una técnica muy sensible aceptada 

universalmente como un indicador de división celular. 

Asimismo, con el empleo de esta técnica se pudo demostrar el efecto mitógeno de otros 

CSFs: el M-CSF y la IL-3, lo cual nuevamente nos señala la importancia que pueden tener 

los CSFs en la proliferación de las células estromales. Estos resultados nos hacen pensar 

en que los fibroblastos realmente poseen receptores para estos factores. Desde un punto 

de vista biológico el que los fibroblastos tengan la capacidad de unir a uno o varios de los 

tipos de los CSFs aquí estudiados, estaría apoyando la hipótesis propuesta en este estudio 

acerca de la interrelación humoral existente entre células hematopoyéticas y estromales 

en el control de la producción mieloide. Por consiguiente, sería apropiado evaluar la 

capacidad mitogénica de los CSFs en otros tipos de celulares estromales que conforman 

a la médula ósea como las células epiteliales y los adipocitos. Llama la atención, sin 

embargo, que tanto el M-CSF como la IL-3 hayan provocado una mayor incorporación 

de timidina sobre los fibroblastos que la ocasionada por G-CSF (Fig 6.). En la actualidad 

no tenemos una explicación biológica a tal resultado, aunque se puede especular que el 

efecto observado sea como consecuencia de la producción por parte de los fibroblastos 

de otro factor mitogénico que sinergice con el M-CSF o con la IL-3 provocan40 un mayor 
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incremento en la incorporación de timidina tritiada. 

Por último, es conveniente señalar que los resultados aquí presentados apoyan la 

hipótesis de que los macrófagos tienen la facultad de producir un inductor con actividad 

tipo G-CSF que estimula la proliferación, diferenciación y activación sólo de los 

granulocitos, que el rhG-CSF posee también estas propiedades y que este inductor de 45 

kd y el rhG-CSF estimlan la proliferación de fibroblastos normales. Consideramos que 

estos resultados contribuyen al conocimiento de las células que participan en la produc

ción de los CSFs, además de dar evidencias por primera vez que el rhG-CSF, el rhM-CSF 

yel rhIL-3 tienen la capacidad de ser mitógenosparacélulas normales no-hematopoyéticas. 
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APENDICES 

APENDICE 1 

MEDIO DE EAGLE MODIFICADO POR DULBECCO (DMEM) 

Este medio se utilizó para mantener los cultivos de células de médula ósea, fibroblastos 

y células epiteliales, así como las líneas celulares utilizadas. Su composición química se 

enlista a continuación. 

AMINOACIDOS 

L-Arginina 

L-Cistina 

L-Glutamina 

Glicina 

L-Histidina HCL 

L-Isoleucina 

L-Leucina 

L-Lisina HCL 

L-Metionina 

L-Fenilalanina 

L-Serina 

L-Treonina 

Junio,199J 

CONCENTRACION 

(mg/ml) 

84.0 

62.57 

584.0 

30.0 

42.0 

105.0 

105.0 

146.0 

30.0 

66.0 

42.0 

95.0 

89 



L-Triptófano 

L-Tirosina (Sal disódica) 

L-Valina 

VITAMINAS 

D-Ca Pantotenato 

Cloruro de Colina 

Acido Fólico 

Inositol 

Nicotina mida 

Piridoxal HCL 

Riboflavina 

Tiamina 

SALES INORGANICAS 

Cloruro de Calcio Anhidro 

Nitrato de Hierro IlI Monohidratado 

Cloruro de Potasio 

Sulfato de Magnesio Anhidro 

Cloruro de Sodio 

Fosfato Monosódico Monohidratado 

Junio,1993 

M'11dozaR.,J. F. 

16.0 

104.6 

94.0 

4.0 

4.0 

7.2 

7.2 

4.0 

4.0 

0.4 

4.0 

200.0 

0.1 

400.0 

97.67 

6400.0 

125.0 
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OTROS COMPUESTOS 

L-Glucosa 

Rojo Penol 
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4500.0 

15.0 

Mediante agitación, se diluyen en agua bidestilada 13.4 gil del medio de Eagle en polvo, 

se adiciona posteriormente 3.4 gil de bicarbonato de sodio y los antibióticos: Penicilina 

G 100 U/mi y Estreptomicina 100 u/mi. Se afora a 1000 mi agitando hasta disolver el 

polvo evitando la sobreagitación. El pH se ajusta a 6.9 y se esteriliza por filtración con 

bióxido de carbono, pasándolo a través de una membrana Millipore con diámetro de 

poro de 22 micras. Se almacena a 4 •e hasta el momento de su uso. 
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APENDICE Il 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SAF) 

Esta solución amortiguadora se utiliza para mantener condiciones fisiológicos estables 

a un pH de 7.0 por periodos que no excedan las 2 horas. La capacidad de amortiguación 

es proporcionada por las sales de fosfato, de acuerdo a la siguiente formulación: 

Cloruro de Sodio 

Cloruro de Potasio 

Fosfato Monoácido de Sodio 

Fosfato Diácido de Potasio 

8.0 g 

0.2 g 

2.16 g 

0.2 g 

Todos los componentes se disuelven en 1000 ml de agua bidestilada, ajustándose el pH 

entre un valor aproximado de 7.2-7.4 con HCL 8N. La solución es esterilizada con 

membranas Millipore con diámetro de 0.22 micras. Se almacena a la solución 

amortiguadora a 4 º C hasta su uso. 
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