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llESUMEN 

En nucsu·o pais la leucemia junto con los linfomas ocupan el primer lugar de 

incidencia entre las neoplasias que afectan a la infancia y el cuano lugar en individuos 

adultos. Una variedad de leucemia muy frecuente en niftos y en adultos jóvenes es ta 

leucemia aguda linf'oblistica. en ta cual se ha observado que el 30-/e de los pacientes cursan 

con un cuadro de fibrosis de la médula ósea. lo cual es de mal pronóstico para estos 

pacientes. El origen de la fibrosis se desconoce. de ahí el interés en cstudiv su patogéncsis. 

En el presente Haba.jo se muestra que los fibroblastos procedentes de la médula ósea con 

fibrosis de pacientes con leucemia aguda linfoblástica. pn:scntan una proliferación anormal 

en cultivo. en c.omparación con los fibroblastos de donadores nonnalcs. Esto se demostró 

tanto por la presencia de una mayor proliferación detectada mediante la obscr.ración directa 

de los cultivos. como por et aúlisis de incorporación de 'H-timidina. Asimismo. se 

encontró que las c.Clulas de leucemia de pacientes con fibl'"osis. secretan el factor estimulador 

de colonias de mac1"6fagos. el factor de crecimiento derivado de plaquetas y la interleucina l 

alfa. siendo esta úhima la que se detectó en mayol'" cantidad. Únicamente los medios 

condicionados de las cClulas de leucemia de pacientes con fibrosis. fueron capaces de 

estimular tanto la proliferación de sus propios fibroblastos como de fibroblastos de 

donadores norma.les. El bloqueo de la actividad de la interlcucina 1 alfa mediante 

anticuerpos. demostró que esta citocina es la principal molécula responsable de la 

proliferación. Aunque es necesario estudiar a fondo el problema. estos datos sugieren que 

la fibrosis de la médula ósea asociada a leucemia aguda linfoblástica. se puede deber tanto a 

alteraciones intrínsecas de los fibrobla.stos. así como a una mayor producción de citocinas 

por las células de leucemia que estimulan la proliferación de los fibroblastos. El 

conocimiento de los mecanismos involucrados en la patogenia de este padecimiento. 

permitirá implementar estrategias terapéuticas con las que se logre mejorar el pronóstico de 

estos enfermos. 
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Fibrosis de la médula ósea 
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Faclor de crcc:imienco transfonnantc 
Línea leucémic.. promielocítica 
Síndrome de Inmunodeficiencia adquirida 
Comité franco·Americano.Dritánico 
Glucosa 6-fosfato dcshidrogcnasa 
Medio condicionado de linfocitos normales 
Medio condicionado de linfoblastos de paciente sin fibrosis 
Medio condicionado de linfoblastos de paciente con fibrosis 
Anticuerpo monoclonal dirigido contra interleucina 1 alfa 
Solución amortiguadora de fosfatos 
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INTRODUCCION 

La hcmatopoycsis es el proceso biológico mediante el cual se forman todas las 

cCJulas de la sangre. En la vida posnalal el órgano hcmatopoyético es la médula ósea (?\.fO). 

la cual esta fbnnada por tres componentes principales: las células precursoras sanguíneas o 

hcm.atopoyéticas. que comprenden la mayoria de los elementos celulares; las células 

cstromalcs. entre las que se encuentran fibroblastos. células endotcliales y adipocitos. las 

cuales colaboran en la proliferación de las Ululas hematopoyéticas; y un sistema vascular 

responsable de la salida de los elementos sangulncos de la zona medular (Allcn y Dcxtcr. 

1990). De acuct'do a lo anterior. se puede decir que la hematopoycsis es producto de una 

inlcracción muy estrecha entre las cClulas hcmatopoyC:1icas y el csuoma (l\..1arsh. 1990; 

Florcnsa y \Vocssncr. 1994). 

Cuando se presentan alteraciones en el proceso hcmatopoyCtico esto puede provocar 

d desarrollo de enfermedades como la leucemia. La leucemia es un desorden prolifcrativo 

maligno de las cClulas hematopoyCticas de la 1\.10, las cuales desplazan de manera prog.-csiva 

a las células normales. propiciando asi una marcada disminución de estas últimas (Sicvcrs. 

1995). En nuestro país. las enfermedades hcmalológicas malignas ocupan el primer lugar de 

incidencia en~rc las neoplasias que afectan a la infanci~ y el cuarto lugar de todos los tipos 

de cáncer- (10.6°/o) en adultos. después del cáncer cérvico-uterino. el de mama y el de piel 

(Registro Nacional de Cáncer. 1993). 

Una varicdild muy frecuente en niños y en adultos jóvenes es Ja leucemia aguda 

línfoblástica (LAL). Este tipo de leucemia se caracteriza por un exceso de cClulas inmaduJ"as 

linfopoyéticas (blastos) de la ~10 que presentan diversas alteracion~s moleculares. entre 



cJJas la sobrccxprcsión dcJ producto del oncogcn c·n1yc (f\.1iranda. 1991 ). Los linFoblastos 

transfonnados se acumulan y pcnnaneccn en Ja medula. pero eventualmente un nümcro 

variable de ellos emergen hacia cJ torrente sanguíneo (Hcad. 199S). Algunos pacientes con 

esta cnícnnedad presentan fibrosis medular (FMO) caracterizada por una proliferación 

masiva de las células fibroblútieas estromales de la MO (Thiele, 1991b)_ Dichas células 

aunw:ntan progresivamente en cantidad. contribuyendo al dcsplazAmicnto y disminución de 

Jos otros constituyentes medulares normales (McCarthy. J 985; Reilly. 1994; Ozcn. 1997). A 

nivel clínico. este padecimiento dificulta el diagnóstico y cJ seguimiento del tratamiento de 

los ,,.cientes. El resultado final es un mal pronóstico para los pacientes que presentan este 

cuadro (Reinen-. 199S; Sahu, 1997)_ 

Aunque el oriscn de la fibrosis se desconoce. pacientes con leucemia 

mcaacarioblislica asociada a ésta. se U encontrado una proliferación e infiltración de 

mcgacarioblastos en la MO. Dichos megacarioblastos tienen Ja capacidad de secretar 

citocinas. como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). cJ cual estimula la 

proliferación de Jos fibroblastos y por Jo tanto favorece Ja fibrosis (Kimura. 1988). 

Asimismo. en pacienres con leucemia. Jinf"ocitica crónica y FMO. se ha observado que Ja 

lntcrlcucin.--Ja. (IL-la) producida por las mismas células JeucCmicas. induce la proliferación 

de los fibroblastos de la MO (Kimura. 1993). 

Se sabe que las células hcmaropoyéticas poseen la capacidad de secretar citocinas 

que inducen la proliferación de las células cstromalcs. de hecho glicoproteina.s como el 

f'actor estimulador de colonias de macrófogos (~t-CSF) y el factor estimulador de colonias 

de macrófagos y granulocitos (GM-CSF). no sólo regulan la proliferación y diforcnciación 
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de las cC:Julas precursoras hcmatopoyCticas. sino que a su vez presentan la capacidad para 

inducir a las cCJulas csuomalcs a producir citoc.ina.s y con ello estimular la hcmatopoycsis 

(Arcnd y Malyak, 1992; Roya, 1992). 

Con base en estos antecedentes y tomando en cuenta que en algunos casos de LAL 

se presenta FMO. es posible suponer que el aumento en la producción de ciertas citocina3 

secretadas por las células lcucérnicas. pudiera ser responsable de la proliferación 

dcsc:on1rolada de los fibroblastos observada en la FMO. En el presente trabajo se evaluó si 

las células lcucCmicas presentes en LAL. participan mediante la secreción de citocinas en el 

desarrollo de Ja F!\.fO. especifica.mente se estudió la proliferación de los fibroblastos 

provcnicnies de pacientes de LAL c:on fibrosis. asi como también Ja secreción de cilocina.s 

por las células de leucemia que pudieran inducir la proliferación de los fibroblastos de Ja. 

MO. 
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MARCO TEOHICO 

LA MEDULA OSEA COMO ORGANO HEMATOPOYETICO 

A. ORIGEN EMBRIONARIO. 

La f'onnación de células san9uinc:as se lleva a cabo en los primeros días de vida 

intrauterina.. a traves de un proceso conocido como hernalopoycsis. Este proceso se inicia 

cuatro semanas después de la concepción en el tejido mesoblástico extraembrionario. 

panicuJannentc en el saco virelino. donde se fonnan entidades ccJularcs denominadas islotes 

sansuineos o de Pander-Wolff'. Estos islotes hemangioblásricos funcionan temporalmente 

dado que tienen periodos de proliferación activa y después decaen gradualmente. 

permitiendo que otro islote en fol'nUlción tome nuevamente dicha función (Jandl. 1991; 

Hirsch. 1996). 

Este patrón hematopoyético se mantiene constante hasta el segundo mes de vida fetal 

y posteriormente se mueve a sitios intracmbrionarios como el higa.do y luego el bazo. En el 

higado se inicia la hcmalopoycsis a tas siete se.manas de vida embrional y alcanza su mixima 

intensidad entre el cuarto y quinto mes y posteriormente dcc:.ac súbitamente. Por su panc el 

bazo inicia su aclividad hemalopoyélica un mes después que el hígado y genc..-almente 

leonina al séptimo mes de la concepción (ErsJcv y Gabuzda,. 1985; Hirsch. 1996). 

El último órgano hematopoyélico en el embrión es la médula ósea. cuya actividad 

inicia durante el cuano mes coincidiendo con Ja aparición de la circulación placental 

(Figura 1 ). En la médula ósea el tejido mcscnquimal original da Jugar a las células 

precursoras hcmatopoyéticas y a las células cndoteliales que delimitan los vasos 



100 -

llO -

GO --

.. o -

20 -

PRENATAL 
MEDULA OSEA 

sACO vmV"Nº ,.:. - 1110...ux> . 

TUllA..~ 

ILVO// "' _,. "' 

POSTNATAL 

VEJlTEDllAS Y 
rt:LVlS 

1 1 1 ' 
0123-ISG7Jl•J IO 20 30 40 ~ 60 

ME .... r:.S FET AU:s NACJMU~O EDAl>EN~OS 

Figura 1. Dcs..urollo del tejido hcm .. -.1opoyé1ico an1cs )' después del 
n.-.cim1cnto. Después del naeimlCnlo aproxirn.'"tdo.1nen1c un 91'.W. de fa 
hcnialopo)"CSJs se rnan1icnc en l;ii rnédufa del csquclclo ccnlral. Tomado 
de Ersfa· )' G.--tbu7d3, l •JK.!'i 

70 

capilares mas tempranos Asimismo. las células mcscnquimales son precursoras de células 

reticulares primitivas y mas tarde de los primeros macróí"agos y células adiposas 

(Christensen. J 989). 

Como observamos la hcmatopoyesis es un fenómeno migratorio que se establece 

finalmente en la médula ósea donde permanece constante durante Ja vida adulta 

(Hayneswonh. 1996). Las condiciones adecuadas para Ja formación de las células 

sanguincas. son producto de una relación muy estrecha entre los con1ponentes medulares. 
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B. COMPONENTES DE /.A MEDU/.A OSEA 

En el interior de un hueso completamente formado. Ja médula CJcistc como un 

tejido conectivo flojo altamen1c vascularizado y enriquecido cclularmentc. Estructuralmente. 

consiste de cuatro componentes imponantcs: las c:C:lulas sangulncas ó hcmatopoyéticas. que 

comprenden ta mayoria de los elementos celulares; un componente cstromal altamente 

organizado que mantiene la proliferación y diferenciación de las células hcmatopoyéticas~ 

una matriz ec:tracelular que penni1c unir y prescn1ar facrorcs de crecimiento 

hen\atopoyéticos a las Ululas precursoras y un sistema vascular responsable de Ja entrada de 

nutrientes y la uJida de elementos sanguíneos de la zona medular (AJlcn y Dcxtcr. 1990) 

CCJulas Hcmatopoyéticas. 

En Ja médula ósea las cClulas hcmatopoyCticas se distribuyen de manera heterogénea. 

dado que se presenta una mayor concentración celular cerca de la superficie del hueso en 

relación al centro de la médula. donde existe un menor número de ellas. Las células 

hcmatopoyéticas pueden ser divididas en cuatro compartimentos celulares dependiemcs de la 

madurez: a) células pluripotencialcs primitivas. con alta capacidad de autorcnovación; b) 

cClulas mulcipotcncialcs con cierta capacidad de autorcnovación y que dan Jugar a la 

formación de Jos primeros precursores comprometidos a Jos linajes micloidcs y linfoides; c) 

células precursoras comprometidas. sin capacidad de autorcnovación y con un linaje 

determinado y d) cClulas maduras. con funciones especializadas que disminuyen o pierden su 

capacidad de proliferar (Jandl. 1991; Huyhn. 1995; llan. 1995; Civin. J996) (Tabla 1). 



Tabla J. Clouificación propucsla para la.s células hcmo:uopoyética.s. 

COMPARTJMEl'ITO 

Célubs Seminales Pluripotcncfalcs 

CéJulou Seminales Muhipotcncia.Jcs 

Células Prccul'$0r.U Compromcrkbs 

CéJul.:as Maduras 

TIPO CELULAR 

PSC 

CFU-S 
CFU-OEMM 
CFU-L 
CFC-JfPP 

DFU·E 
CFU·Mcg 
CFU-OM 
CFU-Eo 
CFU-Das 
CClula Pre-O 
Célula Prc-T 
CFU·E 
CFU-0 
CFU-M 

Erilrocito, Mcgacariocito 
Ncutrófilo, Macrófago 
Eosinófilo. Ibsófilo 
Linfociros O y T 

PSC, CClul:a seminal pluripotcncial; CFU-S. Unidad foml:l.dora de c:ofomas de b.3.zo; CFU...GEMM. 
Unidad forrn.3dora de colonias de mqµcariocitos. macrófagos. eritrocitos y granulociros; CFU-L, 
Unidad fofl'Tladora de colonias linfoides; HPP-CFC, CClul.as fonnadora.s de colonias COf1 airo 
potencial prolircr.ui"·o; DFU-E, Unidad fonnadora del brote cri1roidc; CFU-Mcg, Unicbd fonn.adora 
de colonias de mc~cariocitos; CFU...a1'.t, Unidad fomiadora de colonias de m:acrófag:os y 
granuloc:iros; CFU-Eo, Unicbd fo~dora de colonias de cosinólilos; CFU-llas, Unidad fol'TTl3dora de 
colonias de basófilos; CFU-E, Unidad fom1.;1doro:t de colonias crirroidcs; CFU-0. Unid;id fonnador.i 
de:: colonW de gra.nuloc:i1os; CFU· J\.f. Unicbd rom~Jor.i de colonias de macrófagos. Torno:ado )' 
modificado de JOUtdl. J991. 

En fo que se refiere a fas células scmjnales pluripotenciales. se ha observado que se 

encuentran fuera del ciclo celular y que solamente entran a Cste como consecuencia de 

alguna demanda fisiológica ocasionada por Ja continua muerte celular o por alguna 



inf"ccción (Abkowitz, 1996). Por su panc. se ha pucslo en evidencia que en Ja médula 

ósea cxislc una dif"crencia en Ja tasa de prolif"eración celular. siendo mayor en las células 

progeni1oras que en las células scminaJes (Hodgson y Dradlcy 1980; \Volf"y Preisdcy. J 986). 

Biológicamente resulla explicable este hecho pues es de esperarse que Ja población de 

células precursoras tenga que amplificarse para cubrir las demandas de células sanguíneas 

necesarias para el organismo. a diferencia de las células seminales que se autorcnucvAn para 

mantener una dotación constante de las mismas y man1encr la hcmatopoyesis durante largo 

tiempo. 

2 Es•roma. 

El csuoma.. pcnnancce y f"unciona como base sobre Ja cual los progcni1ores sanguíneos 

pueden proliferar y diferenciarse (Novitzky. J 99Sa; tt.fullcr-Sicburg. J 995). Es1a constituido 

por Ululas reticulares. cCJulas advcnlicias y por adipoci1os. La células rcti~Jarcs. como Jos 

fibroblasros y rnacrófagos. rcprcsenlan las cCJulas estromalcs básicas de las áreas 

hcmatopoyéticas de la médula ósea (Wes1cn y Bainton. 1979; Afien y Dex1cr. 1990; 

Dorshkind, 1990). Ellas son las c:Clulas dominantes del estroma medular con morfologia 

dcndrilica en f"onna de hojas ramificadas. Jo que permite formar una malla esponjosa sobre Ja 

que dc.scansan las células hematopoyéricas primi1ivas (Figura 2). Las células adventicias 

representan el segundo componente celular. cmrc ellas se encuentran las células 

cndolclialcs y basales; éstas cubren las áreas de la superficie luminal de los sinusoides 

vasculares y su principal papel es regular el flujo de células hcmatopoyéticas maduras al 

torrente sanguíneo (Chambcrlain. 1975; Becker y DeBruyn. 1976; FJcischman. 1995). El 
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tercer componente del estroma el adipocito. tipico de la médula 

ósea no-hcmatopoyética grasa y probablemente derivado de las células adventicias al 

acumular cantidades considerables de grasa (Dclikat. 1995). Estas células tienen como papel 

principnJ recubrir los espacios en los sitios donde la hcmatopoycsis ha degenerado (Wciss. 

1976; '\Vciss. 1981). Actualmente se ha demostrado que las c.Clulas cstromalcs son capaces 

de producir citocinas como G-CSF. SCF. l\t-CSF. JL-6 e IL-J l. las cuales participan en la 

p.-oliferación y diferenciación de los precursores hcmatopoyCticos (llaynesworth. J 996~ 

Cluitmans. J99S). 

Figura 2. Rcprcscnración csqucm.111ca de los clcnicn1os cs1romalcs de 1:. médula ósc.~ 
in vivo. El sinusoide '\-·cnoso en el ccnrro esta l11ni1ado con cClulas cndolclialcs y csla 
rccubicno sobre su superficie adventicia por varias c.ap.·u de cClulas rclicul3tcS. 1.--.s 
células rctic:ularcs se ranurican en d csp.3Cio cx1ra~·ascular formando una red sobre la 
cunl se mantienen las células hcmalOJ>O)·éticas. Se mucsrra rambién una célula 
advcnlicia que ha acumulado gras.."1 (célula adiposa). Los 1nacrófagos están 
ln1ima1ncn1c asociados con las «lulas hc:1na1opo)éticas en dcs."lrrollo. Tom.-ado de: Alfen 
y Dc....-:1cr. 1990. 
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3 Matriz Extracc1u1nr. 

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

propias cClulas cstromaJcs e incluyen fibroncctina.. colágeno. laminiila y algunos 

glicosaminoglicanos (Zuckennan y Wicha. 1983~ Wight. 1986). Estas moléculas son 

responsables de la adherencia de una cClula con otra y con ~ substrato. asimismo. han sido 

implicadas en ejercer efcc:tos microambientalcs en la hematopoyesis (Wcinstcin. 1989; 

Hurley. 1995). 

Estudios realizados ;,, t.•ilro se han dirigido a discernir cual o cuales de estas moléculas 

afectan de manera crucial el desarrollo de las células hcmatopoyéticas (Cl::uk. 1995). 

Actualmente. existen datos experimentales que demuestran la propiedad de las moléculas de 

la matriz extracclular para unirse a factores de crecimiento hematopoyCticos. Así. se ha 

observado que estos componentes tienen la capacidad de 'ºcompanamcntalizar'" a factores 

tales como la ime..-lcucina 3 (IL-3) y el factor estimulador de macrófagos y granulocitos 

(GM-CSF) (Gordon. 1987~ Ruoslahti y Yamaguchi. 1991 ). Sin embargo. uno de los 

problemas que planteó esta situación fue conocer si esta unión estaba asociada con algún 

componente cxtracelular en la membrana. de la.s células cslromalcs, o si tenia que ver con las 

moléculas de matriz producidas por las mismas células cstromales y que son secretadas al 

medio. Debido a que la adhesión entre las cC:lulas estromalcs y las hcmatopoyéticas 

seminales es fundamental para que se realice la hematopoyesis. resultó interesante establecer 

que la unión ocurría a nivel de moléculas presentes en Ja membrana de las cClulas cstromales 

(Allen y Dcxtcr. 1990). 
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Ouos grupos de investigación han publicado resultados similares. en los cuales se 

demuestra que el glicosaminoglicano sulfato de heparán presente en la membrana de las 

c:é:lulas cstromales. tiene la propiedad de unir Gl\.1-CSF e IL-3 y presentarlos a las células 

hcmatopoyéticas. Inclusive demostraron que dicha propiedad era fuertemente disminuida si 

se utilizaba la enzima heparatinasa (Robcrts. 1988) 

4 Sistema Vascular. 

La médula ósea activa tiene una arteria nu1ricnte que da Jugar a arteriolas radiales. las 

cuales dc~mbocan en sinusoides vasculares. A pan ir de aqui. la sangre alcanza las vénulas y 

la vena longitudinal central. Este sistema vascular tiene varios tipos celulares asociados a él 

(\Vilkins. 199S). Las arteriolas pcquci'ias están revestidas de endotelio no fcncstrado. 

rodeado de cClulas de müsculo liso y de una l:imina basal. colágeno y fibras reticulares. Los 

capilares tienen endotelio con fcnes1racioncs pcquci\a!.. pcricitos y una l.íimina basal. A 

diferencia dc1 endotelio capilar. el endotelio sinusoide carece de una lámina basal lo cual 

permi1c el paso conslantc de cé1ulas que han aJcanz..ado una madurez adecuada h;icia la 

circulación. A las células que constituyen este tipo de endotelio se les denomina cClulas 

litorales Asi. podemos decir que existen S tipos de cClulas que constituyen al sistema 

vascular- de médula: tres tipos de endotelio (arterial, capilar y litoral) y dos tipos de células 

basales que revisten las paredes de Jos vasos (células de músculo liso y pcricitos) (Allen y 

Dcxtcr. 1990). Las células cndotclialcs pueden ser la mayor fuente de ci1ocinas en la médula 

ósea (Grosset. l99S). 
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S Mjcroarnbientc l·lcmatoooVét\co. 

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

microambicnte hernatopoyérico en la génesis de las células hcmatopoyéticas fue el que 

observó Russcl en cepas de ratones que padecían de anemias hereditarias. AJ analizar las 

cepas S 1 (Sleel) y W (White) ambas con anemia. encontró que Ja cepa S 1 se caracterizaba 

por presentar un microambientc celular hematopoyético defectuoso. el cua.I se demostraba 

por su incapacidad de estimular la proliferación y dcsar-rollo de colonias micJoidcs en su 

bazo cuando Jos ratones habían sido lctalmente irradiados e inoculados con células de 

médula ósea nonnal. Por otro lado. la cepa W presentaba un defecto a nivel de las cClulas 

seminales más que en d microambiente hematopoyCtico. lo cual se ponía en evidencia 

cuando ratones nonnales leta.Jmen1c irradiados. eran inoculados con cClulas de médula ósea 

provenientes de ratones \V,. las cuales fallaban en reconstituir la hcmatopoycsis (Russel. 

1979). 

Aunque los resultados obtenidos por Russcl cvidcn..:ian de manera clara el papel del 

microambientc en la regulación de la hcmatopoycsis. una. de las pruebas más contundentes 

de su panicipación en la fonnación de células sanguíneas la obtendría unos años después 

Ocxter al utilizar los cultivos a largo plazo desarrollados por CI mismo (Dcxtcr y H~onh. 

1994). Esta técnica permite el establecimiento de monocapas de células estromalcs 

provenientes de médula ósea. las cuales son capaces de favorecer un microambientc propicio 

para mantener un proceso hcmatopoyético continuo por periodos prolongados de 3 a 4 

meses (Novitzky. l 995b). 



l\.1cdiante Jos cultivos a largo plazo fue posible producir una ··cura .. en las cepas arriba 

citadas. al crecer células hcmatopoyé1icas de ta cepa S 1 (normales por si mismas pero con 

un microambicntc defectuoso) sobre monocapas de células estroma.les; provenientes de la 

cepa W. las cuales tienen un microambicnte normal pero célula."i precursoras 

hcmatopoyélicas defectuosas (Dcxtcr y Moorc, 1977). Con el análisis molecular de las 

alteraciones presentes en ambas cepas, se enconlró que existe una mutación en Ja cepa W 

relacionada con el proto-oncogcn e-kit que codifica para un receptor de tipo tirosina cinasa 

(Chabot. 1988). mientras que en Ja cepa SI también se presenta una mutación que afecta el 

gen que codifica para el factor S1ccl (SCF), ligando de e-kit (Zscbo, 1990) Con ello se 

demostró que en transplantcs in1ergcnotipicos. los ratones SI no pueden ser curados de sus 

problemas hcmatológicos por medio de transplantcs de médula ósea proveniente de ratones 

\V; sin embargo, el transplantc de ratones W con médula ósea de raloncs SI resultó en su 

reconstitución hcmatológica. 

Asi. los defectos de los ratones \V se encuentran inherentes en las cClu1as 

hemalopoyélicas al afectarse el r-eccplor del SCF (e-kit). mientras que el defecto en los 

ratones 51, esta en el SCF prcscnlc en la membrana de las cdu~as cstromales que constituyen 

el microambicntc medular. Estos resultados e investigaciones posteriores. evidencian la 

interdependencia a nivel celular entre las cCJu1as hcmatopoyélicas y las cstroma1es para una 

adecuada producción sanguínea (Bussolino. 1994~ Elfcnbein. 1995). 

Debido a lo anterior. la médula ósea es un órgano que posee el microambientc 

favorable y los elementos necesarios para regular la producción de las células sanguíneas a lo 

largo de toda la vida. 
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PRODUCCION DE CELULi\S Si\NGUINEi\S 

A. COMPONENTES SANGUINEOS Y SUS PJlECURSORI': .. S 

La sangre es un tejido coloidal constituido por plasma y distintos tipos ecJularcs 

(eritrocitos. linfocitos. monocitos. gr.anulocitos y plaquetas) que se encuentran suspendidos 

en el plasma sanguíneo. La sangc cir-cula por el sistema. vascular realizando funciones 

como el transpone de oxigeno y de sustancias nutritivas a todos Jos tejidos del cuerpo. así 

como de los productos de excreción y de desecho; además tarnbiCn panicipa como medio de 

transpone en el sistema endócrino (Wciss. 1977). 

Los eritrocitos son Jos encargados de tl'"ansportar Ja hemoglobina por todo el 

cuerpo llevando asi el oJUgcno a todo el organismo. Las plaquetas son c:orpúsculos 

derivados de cClulas gigantes denominados mcgacariocitos. los cuales tienen la principal 

función de coagular la sangre en situaciones de hemorragias; mientras que los leucocitos 

se encargan de la defensa de nuestro organismo (Brow. 1976) 

Las células blancas agrupan cinco tipos celulares: ncuuófilos. cosinófilos. basófilos. 

linfocitos y monocitos-macr6fagos. Los tres primeros se conocen genéricamente como 

granulocitos. poseen numerosos lisosomas y vesículas secretoras o gránulos. recibiendo 

su nombre de acuerdo a sus propiedades de tinción. Los ncutrófilos forman el grupo mas 

numeroso. engloban. lisan y digieren bacterias. Una caracteristica de estas células es tener 

un periodo de vida cono ya que por lo general mueren después de hacer su función o 

durante el a1aquc al agente infeccioso (Peterson. 1992). 

Por su panc. los linfocitos junto con los macrófagos constituyen básicamente el 

sistema inmune. Existen dos tipos de linfocitos con funciones diferentes: los linfocitos B. 
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que producen anticuerpos (Ac) como respuesta ante un antJgcno (Ag) dando lugar a la 

inmunidad humoral; y los linfocitos T. que son los responsables de la respuesta inmune 

celular. actuando mediante una intcrncción membrana-membrana aJ detectar al Ag 

(Donnenberg. 1995). Los monocitos son Jos fagocitos mononuclcarcs circulantes que al 

abandonar el toncnte sanguíneo se transfonnan en macrófagos. Jos cuales eliminan por 

fagocitosis a Jos microorganismos invasores, cuerpos cxtrai\os y residuos celulares (Arai. 

1992). 

Todas las células sanguíneas que circulan en la sangre periférica son producidas en la 

médula ósea. en donde la mayoria de las células presentan estadios de maduración 

diferentes, (Heath. 1990). 

Con el desarrollo de técnicas de crecimiento de cdulas de médula ósea en cultivos i11 

\'//ro. fue posible estudiar el desarrollo de las cClulas precursoras hematopoyéticas (Pluznik y 

Sachs, 1965~ Bradley y Mclcalf. 1966) De esta manera se han identificado cClulas con 

capacidades multipotenciales, bipotencialcs y monopolcncialcs, las cuales originan a más de 

uno. dos y hasta un solo linaje respectivamente (Shradcr, 1985. Jluyhn. 1995) La 

CFU-GEl\fM. es considerada una célula multipotcncial ya que favorece el desarrollo de 

granulocitos. eritrocitos. mcgacariocitos y monocitos (Johnson y l\.fctcalí. 1977~ Hara y 

Ogawa. 1978; l..aCout. 1996). Por lo que se refiere a las células bipotcnciales. Ja primera que 

se identificó 111 i•itro es la que origina a macrófagos y granulocitos y que es conocida como 

CFU-GM (Pluznik y Sachs, 1966~ lluyhn. 1995). De manera posterior. se identificó que los 

cosinófilos y basófilos se originaban de una célula prqgenitora diferente de la CFU~GM, 

dcsigmindolc por esta razón CFU-Eo y CFU-Bas respectivamente. ambas con características 
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monopotcncialcs (Johonson y Mctcalf. J 980). Asimismo. han sido identificadas células 

precursoras de linfbcitos D y T denominadas CFU-L (Unidad formadora de colonias 

linfoides) (Figura 3). 

1 
CFU-OEMM. CFC-llPP. CFU·S 

DFU-E 

1 cFll-Eo CFJ.&s; CFU-E 

1 1 1 
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CFU-1--'NM----,,------, 
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ilo 

•UCU.· mela- meta- ND 
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1 1 
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Figura 3. Rcprcscutaci6n csq~lica de la bi..~IOf'O)-..:SIS. l'SC. c.tlula M:Jnirud pluripotcncl:tl~ Cl--U. unidaoJ fonnaJoru 
de colonias;. CFC-IIPP. c.élul• fonnadon. de colonias e.le Piio polc:ocial p.-ohfcrahvo; IJFU. unilloJ íormac..lora de gru~ 
s. bu..cr. O, gr1mulocila. E. CTilrocilo; M. niACrófogu. ~fo.-g. 1ncw.iCAriuc110, l., li11fc-..;ilo; N. nc..'Utrófilo; Eo, cosinólilo; lbs, 
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B. CITOCINAS JIEMA7V/'OYETICAS 

La sobrcvivcncia. proliferación y diferenciación de las células precursoras 

hcmatopoyéticas. requiere de Ja continua presencia de moléculas proteicas específicas. Estas 

protcin3s conocidas como factores de crecimienlo hcnutopoyético (HGF's). o citocinas 

hcm.atopoyéticas han sido identificadas. purificadas. molccularmenlc clonadas y 

caracterizadas con funciones especificas a diferentes niveles en las vías de desarrollo de las 

células sanguíneas y sus pr-ogcnitorcs (Tabla 2) (Clark y Kamcn. 1987). 

En los siguientes párrafos se dcscdbcn car-actcristicas muy gcncr-alcs y actividades 

biológicas de las principales citocinas que se han descrito no solo como promotores de 

crecimiento celular en la hcmatopoycsis. sino que adcm.is. regulan la proliferación de cClulas 

cstromales de la médula ósea y con ello panicipan activamente en el dcsanollo del 

microambicntc hcmatopoyCtico necesario para la producción adecuada de las células 

sanguincas. 

M-CSF. 

Los factores estimuladores de colonias (CSFs). íucr-on or-iginahnentc definidos como 

glicopr-otcínas que estimulaban a cé:lulas pr-ogcnitor-as hematopoyCtica.s pr-ovenientcs de 

mCdula ósea. a pr-oliferar y diícrenciai-se hacia colonias de gr-anulocitos maduros y/o 

macrófagos al ser cultivadas en un medio semisólido (!\.fctcalf y Bur-gess, 1982). Entre ellos 

se identificó al factor estimulador- de colonias 1 o de macr-ófagos (CSF-1 ó r-..f-CSF), el cual 

induce selectiva.mente la formación de colonias de macrófagos (Stanlcy. 1979, Das. 1981). 
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Tabl• 2. Citocinas que modul•n la actividad biológica de células hcmatopoyéticas. 

Familias 

lnlCflcucinas 

lntcñcroncs 

Factores de Necrosis 
tumoral 

Factores 
de Cn:cimicnto 
tr.msfonnante 

Factor de Crecimiento 
Derivado de Pl3quctas 

Moléculas 

GM-CSF 
G-CSF 
M-CSF 
EPO 
SCF 

IL-1 
IL-2 
IL-3 
IL-4 
IL-5 
IL-6 
IL-7 
IL-H 
IL-9 
IL-10 
IL-11 
lL-12 
lL-13 
lL-14 
lL-15 

IFN-<t 
lFN-P 
IFN..y• 

TNF-<t 
TNF-p• 

TGF-a. 
TGF-P 

PDGF-A 
PDGF-D 

Cromosoma Peso Molecular (Kd) 

5q23 14-35 
17ql 1 18-22 
5q33 3S x.2 
7qll 34-39 
10 Slx.2 

2q 11.5 
4q 15-20 
5q23 ••-2• 
5q 15-20 
5q 21.S X 2 
7q 21-28 
8q 25 
4q 8-IOx.2 
5q 32-39 
1 19 x.2 
19q 20-23 

3S-40 
5q 12 

9q 16-27 
9q 20 
12q 17x 2 

6p 17 X 1-3 
6p 20-180 X 3 

2 26 
19q 12.S x2 

7 14-IBx 2 
22 16 X 2 

CSF. factor estimulador de coloni.u; GM. grnnulocito-nmer6fago; M. macrófngos; G. granulocitos; 
SCF. factor de c.élula.!!1 seminales; • inhibidorcs de la proliferación, 
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Los tipos celulares productores de M·CSF son muy diversos y van desde cé:lulas 

malignas COnlO las lcucémicas. linfomas. mielomas y carcinomas. hasta células normaJes 

estro males como fibroblastos y endotelios. además de células hcmatopoyéticas (Shcrr. 

1990). 

Sus principales células blanco son monocitos. macrófagos. células microglialcs. 

fibroblastos y células progenitoras de maricrófagos. Entre sus efectos 111 \.'i\.'O destacan la 

producción de fagocitos mononuclcares. regulación de la función placenta!. actividad 

antitumoral y la reducción de colesterol en el plasma. TambiCn tiene significancia clínica 

como inductor de la recuperación hematopoyCtica en pacientes bajo tratamientos de 

quimioterapia e infecciones (Gannick y Stoudcmirc. 1990) 

7 G!\.1·CSF. 

El factor estimulador de colonias de granulocitos·macrófagos (G~t·CSF) fue 

inicialmente definido en ensayos 111 vilro. como un factor de prolifcf"ación capaz de producir 

el desarrollo clonal de progenitores gJ"anulocitO·macrófago normales {~1etcalf y Burgess. 

1982). Se conoce que un número diferente de tipos celulares producen GM·CSF. 

predominantemente después de la estimulación por un antigcno o cndotoxinas Entre ellas se 

tienen a las células T activadas. macrófagos. fibroblaslos y a las cC:tulas cndolcliales 

{Hermano. t 988) 

E1 GM-CSF tiene diversas acciones biológicas entre las que sobresalen la de factor de 

sobrevivencia para células sanguíneas maduras. como factor de prolifcf"ación paJ"a cCJulas 
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progcniloras hcmatopoyéticas y células lcucémicas. como faclor de diferenciación en lineas 

de células JcucCmicas (HL-60) y como activador de células sangulncas maduras (Erbc. 1990; 

Fishcr. 1988; Hill. 1995). Así. el GM-CSF es capaz de aumentar Ja citotox.icidad. 

fagocitosis. adhesión celular y aún runcionar como quimioatraycntc. 

Ha sido aplicado frecuentemente a nivel clínico posterior a la quimioterapia del cáncer. 

en el transplantc de médula ósea., en la miclodisplasia. en anemia aplástica... en leucemia 

micloidc aguda y SIDA y sobre todo en la ncutropcnia ocasionada por estos padecimientos 

(Crossier. 1992; Hill. 1995; Vose, 199S). 

~-

El PDGF fue identificado como el principal mitógcno en suero para cetulas de origen 

mcscnquirnal. Por si mismo. es sintetizado como una. proteína hctcrodimérica en 

mcgacarioc:itos, almacenada en los grinulos de las plaquetas y liberado de plaquetas 

activadas a Jos sitios de dailo en los vasos sanguíneos (Castro-l\falaspina, 198 1 ). 

El PDGF es sintetizado por células normales y transfom1adas. Sus Cuentes principales 

son las plaquetas, mcgacariocitos, monoc:itos. células endotclialcs. células musculares. 

fibroblastos. células glialcs. micloblastos, cCJulas epiteliales de riñón. carcinomas mamarios. 

mcningiomas y algunas lineas celulares (Mcager, 1991). 

El principal papel del factor de proliícración derivado de plaquetas (PDGF) en aquellas 

células que presentan su receptor es estimular su proliícración y mantener su viabilidad 

(Dcuel. 1983 ). Así, su c:icpresión anormal puede ser importante en enfermedades 
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caracterizadas por una respuesta celular prolifcrativa como en el caso de la fibrosis (Reilly. 

1992). 

Se ha encontrado que el PDGF es un fuerte quimioatraycnte para monocitos humanos 

y ncutr6filos y también para fibroblastos y células de músculo. Induce la activación de 

leucocitos polimoñonuclcarcs y monocitos y un incremento en la liberación de colagenasa 

por fibroblastos en cultivo. asi como participa en la reparación de tejido (Tzeng. 1985; Ross. 

1986; Thiclc. 1991b) 

La Jntcrlcucina 1 (IL-t) es producida por leucocitos en respuesta a infecciones. 

toxinas microbiales. agentes inflamatorios. productos de leucocitos activados y proteínas de 

complemento (Dinarello. 1991). Exi!'tcn dos Cormas glicositadas de la JL-1. una foJ"ma icida 

denominada interlcucina-1 alfa (IL-la) cuyo punto isocléctrico es de 5 y una forma neutra. 

la interlcucina-1 beta (IL-IP). con punto isoclCctrico de 7.2. Ambas rnolCculas en su fom1a 

madul'"a tienen un peso molecular de 17. 000 daltones (March. 1985). 

La IL-lot y la IL-IJl se unen al mismo receptor a pesar de no tener mucha 

homología. Los genes que codifican para ambos tipos de interlcucina se localiian en el brazo 

largo del cromosoma 2. sitio en que lambién se localizan los genes para los dos tipos de 

receptores que fijan a la IL-1 (JL-IRI. IL-JRIJ) (Webb. 1986). La JL-la y la JL-IP se unen 

al IL-1 Rl y parece ser el único receptor capaz de promover actividad biológica. mientras que 

el receptor IL-1 Rll en forma soluble o adherido a membrana,. fija preferentemente IL-1 p 

pero sin promover actividad biológica {Sims. 1993). 
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IL-1 a. es la pñncipal rorma de IL-1 adhe.-ida a memb.-ana y se le Tcsponsabiliza de ser

la molCcula sob.-e la cual se unen los linf'ocitos a los mac.-ófagos para formar- rosetas en el 

timo. sin embargo tambiCn se cncuent.-a a la IL-1 a en ci.-culación (Dinarcllo. l 994a). En lo 

que .-cspccta a lL-1 P. es una molécula p.-erc.-cntcmentc de scc.-cción. La IL-la. y la IL-Hl 

pueden encontrarse en el sobTcnadantc de los cultivos y fluidos corpo.-alcs. sin embar-go la 

f"onna mb abundante es d de la IL-IP (DinueHo. 1994b). 

Aunque en un inicio se considCl"ó que la IL-1 era p.-oducida genéricamente por los 

leucocitos. finalmente se estableció que los principales productores de esta molCcula eran los 

monoci10-rnacrófagos tanlo en humano como en ratón (Kovacs. 1987); sin embargo ahora 

se conoce que tambiCn es libc.-ada por los ncut.-ófilos. linfocitos T y D. kc.-atinocitos. c:Clulas 

de c:crebro de ra1a. microgJias. células endotclialcs. fib.-oblastos. cClulas epiteliales y cClulas 

mcscngiales de rii\ón (Endrcs. 1989). Existen varios agentes que promueven la cxp..-esión del 

gen de la IL-1. sin cmba.-go es conveniente resaltar que los lipopolisacáridos (LPS) y 

citocinas como la propia IL-1. IL·6 e IFN. son los facto.-es mas enunciados como p.-incipales 

induc1ores de la exp..-csión del gen de la lL-1 

Existen muchos cfcclos biológicos mediados por Ja IL-1. de los cuales menciona..-emos 

solo algunos. La IL- J induce la exp.-esión de genes de la lL-8. su propio gen (Oinarello. 

1987) y de p.-oto-oncogencs como c·fos y c-jun (~tucgge. 1993). Sin embargo pa.-ccc 

regula..- negativamente la expresión de genes como el de la albúmina y el citocromo p4SO 

(Ghczzi, 1986). A nivel del sistema nervioso central. la IL·l actúa con10 un podc.-oso 

pi.-ógeno ya que provoca fiebre (Tewari. 1990). Se han detectado lL-1 R distribuidos a 

tr-avés del hipotálamo incluso se ha llegado a postular que estos receptores se localizan sobre 



las proyecciones neuronales entre las expansiones de las células cndotclialcs que constituyen 

la barrera hcmato-cnccfalica. de tal fonna que las neuronas reciben un estimulo directo de la 

11..-1 (Coccani, 1988). 

La IL-1 es un potente inhibidor de la sintesis de glicosaminoglicanos y colágena. 

componentes de la matriz cxtracclular y constituyentes de los canilagos. Por otro lado Ja 

IL-1 también induce la síntesis de mctaloprotcasas y gclatinasas las cuales contribuyen a la 

destrucción del car1ilago (Krane. 1990~ Daycr. 1986). La IL-1 induce la prolif"eración de 

kcratinocitos. fibroblastos. células mcscngialcs. células de mUsculo liso. células glialcs y 

algunas células tumorales (Kohasc. 1987; Libby. 1988). La IL-1 también afecta Ja 

proliferación de c:Clulas hcmatopoyCticas. aunque parece ser mediadai via inducción a Ja 

producción de f"actorcs hcmatopoyCticos como el G~f-CSF. G-CSF. f\.t-CSF. IL-3 e IL-6 

por las células estromales de médula ósea humana y de ratón (Dagby. 1989. Fibbc and 

Falkcnburg. 1990~ Lilly. 1996). 01ra forma de incidir en la proliferación de las células 

precursoras hematopoyCticas es sincrgizar con JL-J. IL-6, G-CSF y GM-CSF pa,.a la 

formación de colonias de linaje celular especifico (Bradlcy. 1989). 

Cuando se prcscman aheraciones en Jos mecanismos de producción hcmatopoyética. 

esto puede provocar el desarrollo de enfermedades hcmatológicas como la leucemia. 
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LEUCEMIAS Y DIOLOGIA DE LA LEUCEMIA AGUDA LINFODLASTICA 

Se considera que las leucemias son padecimientos prolifcrativos malignos de las 

células de Ja médula ósea hcmatopoyética.. donde cualquiera de las células que nonnalmcntc 

se originan en ella. pueden en un momento dado. dar lugar a un cuadro Jcucémico. es decir. 

la aparición de células inmaduras que nonnalmcntc no se presentan en Ja sangre circulante. 

ello como un. consecuencia de su hipcrproducción a panir de un clon maligno de la médula 

ósea. propiciando asi una falta de formación de células biológicamente activas (Jandl. J 991 ). 

De acuerdo a un criterio puramente moñológico. las leucemias inicialmente se clasifican en: 

a) agudas. en donde se presentan más del So/e de blasros en sangre pcr-iférica y miis del 300/o 

en la médula ósea (Catovsky. 1991)~ b) crónicas. con menos del So/o de blastos en sangre 

periférica e igual cantidad en médula Ó5ea0 pero con un elevado número de formas 

inlcrmedias de maduración (Drcazcn. 1988). 

El diagnóstico definitivo de una leucemia se hace mediante Ja punción de Ja medula 

ósea. en donde además se puede identificar el tipo morfológico, tanto de las fonnas agudas 

como de las crónicas. A nivel internacional se formó el Comité Franco-Americano-Británico 

(FAB) para unificar Jos criterios moñológicos y clasificar citomoñológicamcntc a las 

leucemias. Con cslos criterios se puede llegar a una concordancia en el diagnóstico 

moñológico hasta del 800/o. En Ja tabla 3 se consideran los principales tipos aceptados. Las 

células micloides y Jiníoides inmaduras predominan en las leucemias miclocíticas y 

linfociticas respectivamente. 

La leucemia micloide aguda (Al\.tL) es un desorden clonal maligno originado a 

panir de una célula precursora multipotencial (CFU-GEI\.-ff\.f) o bien. de células 
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Tabla 3. Clasificación de lns leucemias. 

AGUDAS CRONICAS 

L 1 (linfoblastos pequeños) 

LINFOBLASTICA L2 (linfoblastos grandes) LINFOCITICA 

L3 (Durkittoidc) 

Pi.to• (Indiferenciada) 

P...11 (Mieloblástica pura) 

M2 (Micloblistica con diferenciación) 

MIELOIDE ~f3 (Promiclocitica) MIELOCITICA O 

M4 (f\.'liclomonoblástica) MEJOR CONOCIDA 

P...'15 (P...fonoblás1ica) COMO GRANULOCITICA 

M6 (Eritrolcucemia) 

f\.t7• (Mcgacarioblástica) 

• No tienen hn.agcn morfológ1c.."1 c.aracicrística, solo se idcntiflc:an con Ac monoclo1u;cs. p."1ra la primera el 
CDl~ y la segund3 Cdw .. I, Cdw .. 2 y CD61. Tonudo de Gutiérrc7 .. 1?96. 

progenitoras comprometidas al linaje micloidc {Fi;dkow. 1987; Johnson. 1994). Se ha 

observado que en jóvenes y nii\os Ja AML está relacionada a la CFU·G y la proliferación 

maligna da lugar a una acumulación de micloblastos o promiclocitos que detienen su camino 

de diferenciación (Griffin, 1986; Stark, 1995). En aduhos, algunas pruebas de marcadores 

de .supcr1icic G6PO. y ami.lisis de DNA han detectado que la lesión clonal ocurre en la 
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CFU-GEM?\.t y con ello el defecto proliferativo se puede expresar en la linea micloide, 

monocitica. eritroidc. mcgacariocítica o en varias de ellas (Jasmin .. 1988~ Sicvers. 1995). La 

lesión clonal en leucemia mieloide crónica.. también conocida como leucemia granulocitica 

crónica (LGC). ocurre en ta célula más primitiva o cCluta seminal y el bloqueo parcial en la 

diferenciación de las cClulas malignas puede involucrar a elementos tanto linfoides como 

micloidcs (Kurzrock .. 1988). 

Por su parte. la leucemia aguda linfoblástica (LAL) es una enfermedad clonal que 

surge en las cClulas precursoras linfopoyética.s de la médula ósea. Los linfoblastos 

transformados se acumulan y pcrnlanccen en la medula pero eventualmente un número 

variable de ellos emergen hacia el tonemc sanguíneo (Grcavcs. t 986a). Aproximadamente el 

20 º/• de todos los casos de LAL son células linfociticas de tipo T. mientras que los casos 

restantes son cClulas neoplásicas pre-O (Le Bien. 1989). El origen de la alteración en LAL 

puede ser en la CFU-L. ello debido a la detección de marcadores de linaje linfocitico en los 

blastos transformados. sin embargo. en algunos pacientes de mayor edad. la presencia de 

marcadores mieloides y linfoides implica que el daño se loca.liza en las cClulas 

pluripotcnciales (Kurtz.bcrg. 1989~ Boldt. 1994) 

Tres subclases morfológicas de LAL se han especificado por el criterio FAB. El 

subtipo L 1. se encuentra predominantemente en nii\os de 15 ai\os de edad o menos. donde 

los linfoblastos son uniformemente pcquei"aos. con un núcleo redondo u oval y rodeado por 

una capa delgada de citoplasma agranular basofilico. La subclase L2 ocurre principalmente 

en adultos; los linfoblastos son heterogéneos pero mas grandes que en Ja L 1 y con 

citoplasma más abundante y nuclcolos más prominentes. La tercera subclase L3 es poco 
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frecuente (de Ourkin). cuyos blas1os leucémicos son grandes. pleomórficos y con un gran 

número de vacuolas (1 lcad. 1995). 

Las causas de LAL son desconocidas. sin embargo altos niveles de radiación 

(> a JOO cGy). como en los sobrevivienlcs japoneses de la bomba alómica en 1945. 

aumentan 25 veces el riesgo de LAL. sin embargo. no hay evidencia de que bajos niveles de 

radiación propicien esta cnf"crrncdad. Por otra parte. en algunos ca.sos parecen existir 

f'aclorcs hereditarios (Grcavcs. l 986b; Rubnitz. 1996). por ejemplo, se ha encontrado que en 

síndromes de inestabilidad cromosómica heredados. Jos pacientes tienen un mayor riesgo (de 

J 00 a 200 veces más) para desarrollar Ja enfermedad. Asimismo. las técnicas de bandeo de 

aira resolución han revelado anormalidades cromosómicas clonales en aproximadamemc 

9QO/a de los pacientes (Sandbcrg. 1994; Rubnir.z. 1996). y se ha observado Ja presencia del 

isucromosorna 14q en nii\os (Tuscll. 1995) 

Se han dcS<:ri10 tres tipos de transJocacioncs reciprocas en un tercio de la población de 

adultos y un quinto en Ja población de pacientes pcdiálricos: t(9;22). 1(4;1 I) y t (8;14). 

(Oloomtield. 1983~ Drexler. 1995). AqucJJos pacientes con Ja presencia de dichas 

translocaciones tienen un promedio de vida menor a 12 meses. ello a dif"erencia de Jos 

pacientes que no la presentan. donde Ja sobrevida es de ai\os o incluso Ja mitad de cJlos se 

curan (Dloomfield, 1983) 

En Ja actualidad se sabe que la leucemia aguda JinfobJ.is1ica es una cnf"enncdad que se 

asocia con cuadros clínicos como Ja fibrosis de Ja médula ósea. Ja cual provoca un estado de 

mayor gravedad en Jos pacientes que Ja desarrollan. 
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FIDROSIS DE LA MEDULA OSEA 

La fibrosis de Ja médula ósea se caracteriza por una proliferación masiva de tas células 

fibroblásticas cstr-omalcs (Jacobson. 1978; Kiyohiko. 1996; Ozcn. 1997). Dichas células 

aumentan p.-ogrcsivamcntc en cantidad contribuyendo al desplazamiento y disminución de 

los otros constiluyentcs medulares nonn.aJcs (Figura 4) (Soll. 1995; Sahu. 1997). 

Figur.11 ~. F1brosis con presencia de cuuopoyCs1s )" 1nc¡.;.acanopoyés1s cnlrc las fibras)" 

cnlf'c el IUmcn del s1nuso1dc (Tom41Jo de Ca1ov!i.)o.)'. l'Y'JI) 

El estroma medular de pacientes con fibrosis esta caracterizado por un incremento en 

el colágeno total. incluyendo los tipos J. 111, IV. V (Gay, 1984; Reilly. J98Sb; Apaja-

Sarkkincn, 1986) y VI (Rcilly, 1995). Asimismo, glicoproteínas como fibl"onectina (Rcilly, 

198Sa; Ramcshwar. 1996} tcnascina (Soini. 1993~ Reilly, 1995) y vitroncctina (Rcilly. 1988} 

son también tlpicas de estados avanzados de la enfermedad. 
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En Ja médula ósea normal las membranas basales que recubren a Jos sinusoides 

sanguíneos. se componen de capas delgadas de colágeno tipo IV y de Jaminina. mientras que 

en médula ósca con presencia de fibrosis existe Ja f"ormación de varias capas de ambos tipos 

de proteínas lo cual resulta de una marcada angiogéncsis y de un incremento moderado en la 

prolif"eraci6n de las células endotclialcs (Reilly. J985b~ Apaja-Sarkkincn. 1986) 

Varias observaciones han sugerido que el linaje megacariocítico es patogcnCticamcntc 

imponantc en la producción de la fibrosis. dado que Ja mayoría de las cnformedades 

micloproliícrativas asociadas con hipcrplasia mcgacariochica. se correlacionan con su 

presencia (Kimura. 1988~ Kimura. 1989). Asi. se sabe que en Ja leucemia mcgacariobl.istica 

aguda se presenta la fibrosis medular. en ella. grupos de megacariocitos necróticos o 

displásticos se asocian con la acumulación de fibras de cola.geno (Durkhardt. J 974~ Darulli. 

1995) Estas células junto con las plaquetas contribuyen a Ja liberación excesiva de citocinas 

corno el PDGF que es capaz de estimular el crecimiento y división celular de fibroblasros y 

de ser quimiotáctico para ncutrófilos. monocitos y Jos mismos tibroblastos (Thicle, 1991 a~ 

Bakcr y J\..fanorharan. J 988~ Kimura. 1995). Además. Jos megacarioci1os son capaces de 

producir el factor de plaquetas IV (un inhibidor de la colagcnasa) que favorece Ja 

acumulación de fibras de colágeno y por consiguiente la compactación de Ja médula (Sacchi. 

1986~ Romano. 1990~ Schmidt. 1995). 

Por otra parte, el incremento en síntesis de malriz extracclular observado en la fibrosis. 

también se ha relacionado con Ja presencia de mcgacariocitos dado que éstos pueden 

secretar TGF-P el cual incrementa la expresión de genes que codifican para fibronectina. 

colágeno tipo 1, 111 y IV (Varga, 1987; Nakamura. 1990 0 Johnston, 1995). así como 

31 



tcna.scina (Pcarson. t 988) y algunos proteoglicanos (Robcns y Spom. t 990). Además. el 

TGF-Jl disminuye la síntesis de varias enzimas parecidas a colagcnasas y a 

mctaloproteinasas. tas cuales degradan la matriz cxtracelular a la vez que estimula la síntesis 

de inhibidorcs de protcasas (Overall. 1989; Rarncshwar. 1996). dando por resultado una 

acumulación de matriz cxtracctular. 

En la leucemia Jinfocitica crónica. se ha observado que Ja fibrosis se desarrolla debido 

a la secreción de IL-la por las mismas células de leucemia (Kimura. 1993). Por otra panc. 

algunos investigadores han sugerido que en la leucemia granulocitica. las c:Clulas formadoras 

de colonias de fibroblastos poseen una nlta sensibilidad a mitógcnos presentes en el suero. lo 

cual podria ser otro mecanismo que promueve la fibrosis en esta enfermedad (Kimura. 

t 990). En la leucemia promielocitica crónica se ha descrilo que el icido retinoico. utiliz.ado 

originalmente par-a inducir remisión en los pacientes. provoca efectos adversos entre los que 

se destaca la fibrosis en médula ósea. probablemente a tr-avCs de la producción secundaria de 

TGF-P (Kiyohiko, 1996) 

Aunque en cienos tipos de leucemia se han establecido algunos de los factor-es que 

pueden estar involucrados en el desarrollo de la fibr-osis. todavia se desconoce su origen. Por 

su panc. en LAL aún no ha sido estudiada esta patología. 

32 



PLANT•:AMIENTO DEL PROBLEMA. 

En nucslro país las cnfom1cdadcs hematoJógicas malignas ocupan el primer Jugar de 

incidencia entre las neoplasias que afectan a Ja infancia y eJ cuano lugar de todos los tipos de 

cáncer (J0.6 %) en aduhos. después del c.ñnccr cCrvic.o·utcrino. el de mama y el de piel 

(Registro Nacional de Canccr. J 993). 

Jfasra un 300/o de los pacicnres con Leucemia Aguda Linfoblástica presentan fib.-osis 

medular (Maucr. 1989). l...a fibrosis se caracteriza por una proliferación masiva de las células 

fibrobláslicas estromalcs de la médula ósea y que trae por consecuencia una disminución de 

los otros constituyentes medulares normales y una baja producción hcmatopoyética (Rcilly. 

1994). A nivel clínico este padccimicnro trae consigo algunos problemas. entre ellos. la 

dificuhad de hacer el aspirado de médula ósea para el diagnóstico inicial, Jo cual aunado a Ja 

pancitopenia severa en sangre circulante, dificulta Ja inrcgración de Jos datos para el 

diagnósrico y el seguimiento del lraramicnto del paciente Asi, Ja presencia de librosis es de 

mal pronóstico en aquellos pacientes que desarrollan la enfermedad (Thicle, 1995) 

Diversas invc.srigadones sobre el origen de fa fibrosis en algunas leucemias. muestran 

resultados diferentes dependiendo del tipo de leucemia cs1udiada. por tanto. la parogénesis 

de esta cnf'crmedad no se ha establecido totalmente. Por su parte. en LAL aún no se 

conocen los mecanismos involucrados en el desarrollo de este padecimiento. debido a ello, 

resuha de interés conocer las caus.ai~ que provocan su presencia en esta leucemia en 

panicular. con la finalidad de que en un füturo se puedan implcmcnlar estrategias 

terapéuticas que permitan mejorar el tralamicnto y el pronóslico de estos pacientes. 
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lllPOTESIS 

Sabiendo que las células hemaropoyCticas poseen Ja capacidad de secretar citocinas 

que inducen Ja proliferación de las células cstromafcs y tomando en cuenta que en algunos 

casos de LAL asociada con fibrosis se p.-csenta una prolif"cración masiva de las células 

fibroblásticas estromalcs de Ja médula ósea. pl'"oponcmos que el incremento en Ja producción 

de ciertas citocinas. secretadas por las mismas células de leucemia.. pudiera ser responsable 

de Ja proliferación descontrolada de los fibroblastos de la médula ósea en este tipo de 

leucemia. 
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00.JETIVO GENERAL 

Evaluar si las células de leucemia de pacientes con LAL producen citocinas inductoras de la 

proJiCernción de células fibroblásticas de médula ósea. identificarlas y determinar si esta 

producción es especifica de las c.élulas de l"'ucemfa. de pa~ic:ulcs con fibrosis asociada. 

00.JETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar Ja cinética de proliferación de tibroblastos de médula ósea de donadores sanos 

y de pacicnlcs de LAL con fibrosis. 

2. Evaluar si los medios condicionados de linfoblastos de pacientes de LAL con y sin fibrosis 

medular producen inductores de la proliferación de fibroblas1os de mCdula ósea 

J. Oc1crminar el tipo de inductores presentes en los medios condicionados de las células 

linfoblásticas. 

4. Identificar en los medios condicionados de las células Jinfoblásticas. el o Jos inductores de 

la proliferación de los fibroblastos de médula ósea de pacientes con fibrosis asociada. 
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l\IETODOLOGIA 

Pacl~ntu y obte11ció,. •le llll m11.:stnu.. En el presente estudio se incluyeron biopsias de 

médula ósea y muestras de sangre periférica de ocho pacientes con el diagnóstico 

inmunocitomoñológico de LAL con fibrosis de médula ósea. que acudieron al Hospital 

General de México. También se incluyeron como controles: muestras de sangre periférica de 

tres pacientes de LAL sin fibrosis. tres biopsias de médula ósea normal y dos muestras de 

sangre periférica de individuos normales. 

CMltivu de fihrabla.stos Je 111.!J11la ósea y cinétictu 1/c p,u/ifcruci1;n. La oblcnción de Jos 

fibroblastos se realizó apanir de las biopsias de t-.fO obtenidas de cresta ilíaca de pacientes 

de LAL con fibrosis y donadores normales y en cultivo por cxplantc. Para cJJo. cada biopsia 

se fragmentó en pedazos de aproximadamente O. 5 cm de longitud y se colocaron en botellas 

de cultivo de 25 cm2 y se agregó medio de cultivo RP1'.fJ con J S~ó de suero fetal de bovino. 

Todas la células se cultivaron bajo una almósfcra de C01 al 5°/o, J7°C y humedad saturante. 

Después de 1 S días de cultivo se realizó la separación de las células fibroblásticas 

adherentes, utilizando tripsina pancreática tipo JI diluida al O 025% en solución 

amoniguadora de fosfatos (SAF) (apéndice 1) duran1e S rnin. y se determinó la 

concentración celular con una cápsula de Neubaucr. Se cuhivaron 30 x 1 o:i fibroblastos en 

RPMI 1640 con IS% de suero fetal de bovino, en botellas de cuhivo de 25 cm1 para su 

expansión. Las células f'ueron sembradas durante 5 dias, al término de los cuales se 

despegaron y se pasaron a otra caja de cultivo (subcultivo 1 ). Las células utilizadas en los 

ensayos experimentales fueron las de los subcultivos 2 y J. 
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Para realizar las cinéticas de proliferación. se sembraron los fibroblastos a una 

densidad de 10 x 10> células/mi en cajas de cultivo de 96 pozos. conteniendo 0.2 mi de 

RPMl 1640 con l So/o de suero fc1al de bovino por pozo. Simultáneamente se dio un pulso 

de 20 hr con 1 µCilml de timidina ~rcada con 31-f.timidina y se analizó la incorporación. 

El pulso con 31-1.timidina. se realizó diariamente en diferentes pozos de cultivo. durante 15 

dias y por quintuplicado. 

C.idtfro Je cté/11/as linfocltica.s y nb1e11ció,. Je 1nedios co11JicionaJ11s. Para la obtención de 

medio condicionado de cClulas Jinfociticas. se extrajo sangre a los p3cientcs de LAL con 

fibrosis, previamente idcn1iticados por incremento de rcticulina en su ?\.fO mediante tinciones 

celufares; igualmente se extrajo sangre a pacientes de LAL sin fibrosis y donadores 

normales La sangre hcparinizada se centrifugó a 90 g por 1 O min para separar las células 

del plasma El botón celular fue colectado y resuspendido en RP!\.11 1640 y aplicado a un 

gradiente de densidad (Ficoll-me1rizoato de sodio. ó= 1 077 g/cm3) en un volumen de 2: 1 

con el medio Se colectaron las cClulas mononuclc.'"\rcs localizad3s en la interfase y se lavaron 

dos veces con RPfl.fl 1640 para eliminar el ficoJI. Estas células fueron sembradas en botellas 

de cuhivo de 25 cm:i con RPMl 1640 al 100/o de suero fetal de bovino y cultivadas durante 2 

hr. posteriormente se colectaron las células no adhcrenles. A Cstas se les determinó Ja pureza 

y el tipo celular presente. mediante preparaciones celulares en port3objetos teñidas con 

Giemsa y su posterior conteo moñológico con el uso del microscopio óptico de luz. Las 

células fueron incubadas a una densidad de t x 106 células/mi y en botellas de cultivo de 
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25 cm2 con RP~fl 1640 con 2~'á de suero fetal de bovino durante 2 días. El medio 

condicionado íue colectado y almacenado a -20ºC hasta su uso 

E•w/MaciJ,. ~ la acli••iJaJ i11dMctuna J~ la prolifcTaciún J.- los n1~dios co11Jicio,.0Jos J~ 

cé/,./.u linfocltica.s. Para evaluar la actividad de proliferación de los medios condicionados 

de células linfocíticas. se usaron fibroblastos de donadores normales y de pacientes de LAL 

con fibrosis. los cuales fueron sembrados a una densidad de S x J 0 1 células/mi en cajas de 

96 pozos. conlcnicndo 0.2 mi de RPMI 1640 al 1 s•/. de suero fetal de bovino por pozo y se 

cultivaron durante 4 días. DcspuCs se retiró el sobrenadante y se adicionaron 1 OO. 50 o 25 µI 

de los diferen1cs medios condicionados Unicamcnlc a Ja cantidad de 100 p.I de medio 

condicionado de células linfociticas de pacientes de LAL con fibrosis. se Je adicionaron 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra la IL-la. a una concentr-ación de 1 :5 (Gcnzymc. 

USA). Las células se incubaron dur-antc 24 hr y despuCs s.c agregó 3f1-timidina ( 1 µCi/ml) 

dejando incubar- por 20 hr y se cuantificó la radioactividad incorporada en los fibroblastos. 

E1Ua>'º de 1/ctccció,. Je ci1oci11a.s pTcsc111cs e,. los n1c.•1/ios condicionados.. A los medios 

condicionados obtenidos deJ cultivo de Jas células Jinfociticas. se Jcs determinó el tipo de 

citocinas presentes mediante ensayos de ELISA (apéndice 2) (Kcmcny. 1991). 

concretamente GM-CSF. M-CSF. POGF e IL-la.. 

A,.á/isis esta1lístico. Se realizó una prueba de T para determinar diferencias significativas: a) 

Entre las cinéticas de proliferación de las células fibroblásticas de donadores nor-males y de 

38 



pacientes de LAL con fibrosis; b) En Ja incorporación de .if-1.timidina entre fibroblaslos 

estimulados con medio condicionado de cCJulas linfociticas de pacientes de LAL con y sin 

fibrosis~ e) En Ja incorporación de ,lf·timidina entre fibroblastos de donadores normales y 

de pacientes de LAL con fibrosis al ser estimulados con medio condicionado de células 

linfocitic:.as de pacientes de LAL con fibrosis; d) En la incorporación de :iJl.tinúdina en 

fibroblastos estimulados con l OO. SO y 25 µI de medio condicionado de células Jinfociticas 

de pacientes de LAL con fibrosis; e) En la disminución de la incorporación de JH·tirnidina 

en fibroblastos estimulados con medio condicionado de células linfociticas de pacientes de 

LAL con fibrosis. en presencia de anticuerpos dirigidos contra la JL-tu 
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RESULTADOS 

l...os flbroblastos Je mt!J1.ta ósea de pacientl!S de /..Al- co11 fibrosis praenta11 11110 

proliferación OMllM!lllado e11 CO'"P""OCiú11 co11 la 41#! .flbrobla.stos ,.ornuiles. La existencia 

de fibrosis en algunos pacientes con LAL indica la presencia de una proliferación aumentada 

de los fibroblastos que se encuentran en la MO. Por lo tanto. se obtuvieron biopsias de MO 

de este tipo de pacientes (Cuadro 1) y se cultivaron las células mcdiamc explantes. para 

estudiar su proliferación y compararla con la de aquellas procedentes de biopsias de 

individuos normales. En dos de los ocho pacientes (pacientes 7 y 8) no hubo crecimiento de 

las células a partir de las biopsias. debido probablcmenlc a la presencia de un número 

reducido de cClulas viables con capacidad de adherirse a la botella de cultivo. sin embargo. 

en el resto de los pacientes (pacientes 1 a 6) y en tos donadores nonnales. se logró 

establecer los cultivos por cxplantc (Figura 1.A y ll) y obtener fibroblastos para realizar los 

experimentos que se describen en el presente estudio. En la figura l D se muestra un cultivo 

de fibroblastos del paciente 1 de LAL con fibrosis. donde se observa que las cdulas de este 

pacicn1c. p,-csenlaron una proliferación aumentada en compa,-ación con los fib,-oblas1os de 

un donador normal (Figura l C), ya que a pesar de tener el mismo tiempo de incubación ( 1 1 

días), se observa la p,-escncia de varias capas celulares en el cultivo del paciente 1, mientras 

que las células del donador normal exhiben una monocapa. Este mismo comportamiento se 

observó en los pacientes 2 a 6. 

Para evaluar las ciMticas de proliferación, las células de los pacientes 1 y 2 y de los 

donadores normales se cultivaron en p,-cscncia de 3 H-tirnidina, observándose que solo los 

fibroblastos proccdcnles de los pacientes con fibrosis, continuaron con ta inco,-por-adón de 

3 H-timidina aün después de diez días de cultivo (Figuras 2 y 3). Asimismo, se dctcnninó 
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FIGURA 1 Fotogratias de los explanlcs de rnCdula ósea del donador normal (A) y del 
pacicnle 1 (B), al dia diez. de cuhivo Folografias de los fibroblastos del donador normal (C) 
y del paciente 1 (D), al dia once de cul1ívo 

" 
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FIGURA 2. Cinética de proliferación de fibroblaslos de midula ósea del pacienle 1 de 

LAL con fibrosis y de un donador normal. (+) paciente J; (O) donador normal. El 
porcentaje de variación de cada uno de Jos puntos es menor al Jo/o de cada valor. 
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FIGURA 3. Cinélica de proliferación de nbroblastos de midula ósea del pacicnlc 2 de 

LAL con fibrosis y un donador norn1al. (+) paciente 2~ {O) donador normal. El 
porcentaje de variación de cada uno de los puntos es menor al 3o/o de cada valor. 
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que la incorporación de 'H-timidina en los tibroblastos de los pacientes 1 y 2. es 

significativamente mayor (p• 3.66 x 10'' y p-1.80 x 10·, respectivamente) que la observada 

en los fibroblastos. de donadores normales. Esta alta incorporación de >1-1-timidina indica un 

aumento anonnal en la proliferación de los fibroblastos de los pacientes de LAL con 

fibrosis. 

Cuadro 1. Datos gcncalcs de los pacientes de LAL con fibrosis medular. 

PACIE1'l'TI!. SEXO/EDAD No. LEUCOCITOS 'YeBLASTOS 'Y•BLASTOS 
(cantidad/litro) MO SP 

F/17 4 X 10 98 59 

2 M/34 5.2 X 10> 38 18 

3 Fn5 1.8 X 10) 26 28 

4 F/20 4.4 X 101 39 15 

5 M/19 11.2x 10' 48 24 

6 M/20 1.1 X 109 86 53 

7 M/16 3 X 109 97 96 

8 Fno 12 X 10J 41 8 

Todos los pacientes cstud~ fueron del subtipo morfológico L2. F: sexo fc.:rncnino~ ~t: sexo 
masculino; MO: médula ósc;a~ SP: sangre periférica. 

fi6rosis ittdMce la prollferaciú• Je los fibroblu.slus Je lus na;sn1os pacientes y de 

fibrobltutos norniales. La proliferación anormal que se observa in vivo en los fibroblastos 

de la MO de los pacientes de LAL con fibrosis. sugiere la presencia de una actividad 

estimuladora procedente de las células de leucemia, es decir. de los linfoblastos. Para evaluar 

esta hipótesis se obtuvo: medio condicionado de lintbblastos de pacientes con fibrosis 



(McLF); medio condicionado de linfoblastos de pacientes sin fibrosis (~1cLNF) y medio 

c:ondicionndo de linfocitos normales (McLN). Estos medios se adicionaron al cultivo tanto 

de los fibroblastos de pacientes con fibrosis, como de fibroblastos de donadores nonna.les en 

presencia de 3 ll·timidina. Se incluyó un control en ausencia de medio condicionado. Se 

observó que la incorporación de 3 1·1·timidina en los fibroblastos. inducida por el McLF del 

paciente 1 (Figura 4). es significativamente mayor que la inducida por: 1) el control 

(p• 3.51 x 10-9 )~ 2) el ~tcLN (p- 6.43 x 10 "13
) y 3) el McLNF (p- 4.84 x 10-1

,) Ademas. se 

determinó que entre la incorporación inducida por el McLN y el McLNF no hay diferencias 

significativas (p>0.05) El aumento en la incorporación inducida por el McLF se observó en 

ambos tipos de fibroblastos, sin embargo, fue significativamente mayor en los fibroblastos de 

lo~ pacientes con íibrosis con respecto a los fibroblastos del donador normal, a cualquier 

concentración de ~tcLF (p= 3 57 x t0-7 a 100 J.Ll, p= 2 27 x lffª a 50 µ1 y p= 5.44 x tff7 a 

25 ¡.11) Este aumento fue dosis dependiente, dado que la incorporación inducida con 100 µl 

de ?\.1cLF es significativamente mayor que la incorporación obtenida con 50 J.11 

(p= 3.18 x tff 1
). y esta Ultima significativamente mayor que la obtenida con 25 µl del 

mismo medio (p= 2 22 x 10"7
). Resultados similares se observaron al analizar los medios 

condicionados de linfoblastos procedentes de los pacientes 2, 3 y 4. 

Los resultados obtenidos con el paciente 2 fueron los siguientes (Figura 5): la 

incorporación de 3 H·timidina inducida por el McLF es significativamente mayor que la 

incorporación inducida por: 1) el control (p""' 3.13 x 10"'7)~ 2) el J\.tcLN (p=l.77 x: 10-0 ) y 3) 

el McLNF (p""l. tO x 10-u). No hay diferencias significativas entre el control, el ~tcLN y el 

McLNF (p>0.05). El McLF induce una mayor incorporación de 3 1-t·timidina en los 
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FIGURA ... Eícclo del n1cdio condicionado de células liníoides drl pacicnlc 1 de LAL 
con fibrosis. sobre la proliferación de los fibroblaslos. Fibroblastos de un donador normal 
( - ); fibroblastos del paciente l de LAL y fibrosis ( c::::J ) l\.fcdio condicionado de 
linfocitos normales (McLN); medio condicionado de linfoblastos de LAL sin fibrosis 
(McLNF); medio condicionado de linfoblastos del pacienlc 1 de LAL con fibrosis (ft.fcLF); 
sin medio condicionado (control) El porcentaje de variación de c_,da una de las barras es 
menor al 2% de cada valor. 
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•·1GURA 5. Erecto del medio condicionado de cilulas linfoides drl paciente 2 de LAI.. 
con fibrosis. sobre la prolirrración de los fibrohlastos. Fihrob1astos de un donador normal 
( - )~ libroblastos del paciente 2 de LAL y librosis ( CJ ) f\.1cdío condicionado de 
linfocitos normales (r-..1cLN), medio condicionado de linfoblastos de Li\L sin fibr-osis 
(McLNF)~ medio condicionado de Iinfoblastos del paciente 2 de LAL con fibrosis (l\.1cLF); 
sin medio condicionado (control). El porcentaje de variación de cada una de las ban·•u es 
menor al 2.4~'0 de cada valor 
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fibroblastos del mismo paciente con respecto a los fibroblastos del donador normal. en 

cualquiera de las concentraciones utilizadas (p-S.12 x 10-6 a 100 J.d; p-2.64 x 10_. a SO µI~ 

p-1. 14 x 104 a 25 µ1). La incorporación inducida por el McLF es con 100 J.11>50 µI 

(p-t.29 x 10" 11
) y con SO µ1>25 µI (p-3.47 x 104

). 

Asimismo. los resultados obtenidos con el paciente 3 fueron los siguientes (Figura. 6): 

la incorporación de 3 H-timidina inducida por el McLF es significativamente mayor que la 

inducida por: 1) el control (p-3.36 x 10°'); 2) el McLN (p-6.45 x 10"") y 3) el McLNF 

(p-7.58 x 10"9
). llay diferencias significativas en Ja incorporación inducida entre l\.1cLN y 

McLNF. siendo mayor la inducida por el l\.1cLN (p<O.OS). El l\.1cLF induce una mayor 

incorporación de :tH-timidina en los fibroblastos del mismo paciente con respecto a los 

fibroblastos del donador nortnal. en cualquiera de las concentraciones utili.z.adas (p=J.25 x 

104 a 100 µI~ p=4.89 x 1ff1 a 50 µl. p=J.68 :i<. 10·7 a 25 µ1). La incorporación de Jll-timidina 

inducida por el l\.tcLF es con 100 J.ll>SO J.11 (p=2.19 x 10" 10
) y con 50 J.ll>25 µI 

(p-3.93 X 10~) 

Por último. se evaluó el paciente 4 y se obtuvieron los siguientes resultados (Figura 7) 

la incorporación de 3 H-timidina inducida por el l\1cLF es significativamente mayor que la 

inducida por: 1) el control (p:c:11 2.37 x 10 ... ); 2) el McLN (p-9.028 x lff1
) y 3) el ~fcLNF 

(p-S.20 x 10"1
). No hay diferencias significativas entre la incorporación inducida por el 

McLN y el McLNF (p>O.OS). El McLF induce una mayor incorporación de :JH-timidina en 

los fibroblastos del mismo paciente con respecto a los fibroblastos del donador normal, a 

cualquier concentración de McLF (p=l.64 x 10·11 a 100 µJ~ p""'l.26 x 10" 10 a 50 µI; 

p=2.11 x 10-12 a 25 µI). La incorporación de 3H-timidina inducida por el McLF es con 100 

µ1>50 µI (p=2. 73 x 1 o"') y con 50 µ1>25 µI (p=3.5 I x IO"). 
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FIGURA 6. Efrclo d<-1 medio condicionado de cilulas liníoidt'S del padcnlc 3 Lle LAL 
con fibrosis. sobre Ja proliferación de los fibroblaslos. Fibroblastos de un donador normal 
( - ). fibroblaslos del pacicnlc J de LA~ y fihrosis ( c=i ) !\tedio condicionado de 
linfocitos normales (I\.1cLN), medio condicionado de linfohlastos de LAL sin fihrosis 
(McLNF)~ medio condicionado de linfoblastos del paciente 3 de LAI- con librosis (l\.1cLF)~ 
sin medio condicionado (control) El porcentaje de variación de cada una de las barras es 
menor al 1. 7o/o de cada valor 
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FIGURA 7. Eícclo del medio coru.JicionatJo de cilul:as linfoides drl pacicnrc 4 de LAL 
con fibrosis. sobre la 1>rolifcración de los fibroblastos. Fibroblastos de un donador normal 
( - ); fibroblastos del paciente 4 de L1\L y fibrosis ( C:J ). r-...tcdio condicionado de 
linfocitos normales (~fcLN), medio condicionado de linfoblastos de LAL sin fibrosis 
(McLNF); medio condicionado de linfoblastos del paciente 4 de LAL con tibrosis (~fcLF)~ 
sin medio condicionado (control) El porcentaje de variaciOn de cada una de las banas es 
menor al 2.4% de cada valur. 
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Estos resultados indican que Jos medios condicionados de las células de leucemia de 

pacientes con fibrosís. inducen un aumcnlo significa1ivo en la proliferación de los 

fibrobla.stos y que este ef'ccto no se observa al utiliz..ar medio condicionado de linfocitos 

nonnalcs o bien medio condicionado de Jinfoblastos de pacientes sin fibrosis. Ademas. est3 

inducción de Ja proliferación es dosis dependiente y se observa un mayor efecto en Jos 

fibroblastos del mismo paciente Asi. los linfoblastos procedentes de pacientes con fibrosis 

tienen Ja capacidad de producir factores que estimulan una mayor proliferación de Jos 

fibroblastos de ~10. 

El n1e1/iu c11n1/ic;unado 1/c linfi,h/u.'\tos pr11e~1/~nll!J 1/c p11cÜ.'!ntes Je l...AI. con fihTosis 

cunlicne una "'ª>'"' c11ntitlt1d 111! //.-/a en c1u11p11rt1ci1;n con el n1e1/iu c1,n1/iciona1Jo 1/e 

linfi,b/11.!lilu.'\· ¡1ruce1lentes 1/e p11ciente.~ '''° 1-Al- .'\in fihru.t>Í.~ Para evaluar la presencia de 

citocinas responsables de la inducción de la proliferación de los fibroblastos en el medio 

condicionado de linfoblastos de los pacientes con fibrosis. se determinó mcdian1e ensayos 

de ELISA la posible cxislcncia de Gl\.1·CSF. l\.1-CSF. PDGF e JL-la. En Ja figura 80 se 

observa que existe una mayor cantidad de IL-1 a en el medio condicionado de Jinfoblaslos 

de pacientes con fibrosis. en comparación con el medio condicionado de linfoblastos de 

pacienles sin fibrosis o el medio condicionado de linfoci1os normales. En menor proporción. 

pero presentando todavía una cantidad aumentada con respecto a los controles. se detectó 

la presencia de los factores M-CSF (Figura SC) y PDGF (Figura 88) en el medio 

condicionado de linfoblastos de Jos pacientes con fibrosis. 
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FIGURA 8. Prescnci• de cilocinas en los nu~dios condicionados de liníoblaslos 
proccdenlcs de pacicnle• de LAL con fihrosb. Se incJuycron en el ensayo de ELISA. 
diCerenles concentraciones de las citocinas rccombinantcs. (A) G~1-CSF; (B} POGF~ 
(C) M-CSF y (O} JL-1 alfa. f\.fcdio condicionado de linf"ocitos normales (Z\1cLN}; medio 
condicionado de linf"oblastos de LAL sin fibrosis (l\.1cLNF)~ medio condicionado de 
linroblastos de pacientes de LAL con fibrosis (f\fcLF). Pacientes con fibro.sis (P 1 a P6}. 
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IA inhibicit}n tlt! la 1/..-1 a produce un bloqueo en In csti,,udacidn tic la prnl;feración Je 

lo~ fibrt1blastos lntlucida por ~I n1eJio conJic;ona1lo 1/e los linft1blastos 1lc paciente.~ CtJn 

fibrosis.. La prcscncin de una cantidad elevada de la IL-la. en el medio condicionado de 

linfoblastos de pacientes con fibrosis. sugiere q~c podria ser la citocina responsable del 

incremento de la proliferación observada en los fibrob1aslos En consecuencia. se procedió a 

bloquear la actividad biológica de esta mo1Ccula mediante el uso de anticuerpos específicos 

contra la lL-la.. La figura 9 muestra que este anticuerpo a una dilución de 1:5 disminuyó de 

manera significativa (p- 1.96 x 10"") la incorporación de 'H-timidina inducida poi· 100 µI 

de ?\.1cLF del paciente l. sobre los fibroblastos del mismo paciente TambiCn se observó una 

disminución significativa en la incorporación de 'H-timidina en tos fibroblastos del donador 

normal (p= 4.49 x 10" 11
). Los porcentajes de disminución de la incorporación de :ill-timidina 

fueron de 38 y 45o/o en los fibrobtastos del paciente l y del donador normal, 

rcspectivan1entc. 

Rc~uhados similares fueron obtenidos con el medio condicionado de linfoblastos 

procedente del paciente 4 {Figura 10). dado que el anticuerpo a la misma dilución 

disminuyó significativamente la incorporación de )11-timidina tanto en los tibroblastos del 

n1ismo paciente (p= 1 .28 x l 0" 11
), corno en los fibrob1astos del donador nonn:ll 

(p=1.30 x 10" 10
). Los porcentajes de disminución fueron de 59 y 51°/o en los fibi-oblastos del 

paciente 4 y del donador normal. respectivamente. Los resultados anteriores muestran que el 

anticuerpo dirigido contra la lL-la. inhibe aproximadamente el 5QG./a de la proliferación de 

los fibroblastos estimulados con el medio condicionado de linfoblastos de pacientes con 

fihrosis. 

SJ 
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FIGURA 9. Inhibición de la actividad estimuladora de la prolif"cración presente en el 
medio condicionado de linroblaslos del paciente 1 de LAL con nhrosis mediante 
anlic::uerpos dirigidos contra la 11...-1 alf"a. Fibroblastos de un donador nonnal ( - )~ 
fibroblastos del paciente 1 de LAL y fibrosis ( c::J ). Medio condicionado de Jinf'oci1os 
normales (McLN); medio condicionado de linfoblastos de LAL sin fibrosis (~icLNF)~ medio 
condicionado de linfoblastos del paciente t de LAL con fibrosis (11.fcLF); sin medio 
condicionado (conlrol). Anlicucrpos dirigidos contrn la IL-1 alfa a una dilución de 1 :5 
(&IL-1 alfa). El porcentaje de variación de cada una de las barras es menor al 1.9~0 de cada 
valor. 
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FIGlJIL-\. 1 O. Inhibición de la actividad rstimuladora de la proliícración presenlc rn el 
n1rdio condicionado de liníoblastos del paciente 4 de l .. AL con librosis. rncdiantr 
artlicurrpos dirigidos contra la IL-1 alfa~ Fibroblastos de un donador normal ~ )~ 
fibroblastos del pacicnlc 4 de LAL y fibrosis ( c::J ). ri..1cdio condicionado de linfocitos 
normales (McLN). medio condicionado de linfoblastos de LAL sin tibrosis (ri..tcLNF}, medio 
condicionado de linfobtastos del paciente 4 de LAL con fibrosis (.l\.1cLF). sin medio 
condicionado (control). Anticuerpos dicigidos contra Ja JL-1 alfa a una dilucion de 1 :5 
(&IL- t alfa). El porcentaje de variación de cada una de las barras es menor al 1 J~ó de cada 

valor. 



DISCUSION 

Las citocinas panicip:m en el control del crecimiento de las células. y pueden regular 

de manera positiva o negativa la proliferación celular e influenciar cJ proceso de 

diferenciación (Dcxtcr y lleyworth. 1994). La interacción de dichas citocinas con receptores 

específicos de la membrana plasmática, desencadena una cascada de sci\aJcs bioquímicas 

intracelulares que dan por resultado la activación y/o represión de varios genes que 

panicipan en los procesos biológicos mencionados (Samanta. l 995). 

Aberraciones genéricas y alteraciones en Jos mecanismos de transducción de sci\alcs. 

se presentan en una variedad de cnfcnncdadcs crónicas. incluyendo la leucemia (Hanscn. 

1995). En este tipo de padecimiento. cualquier célula que se originan en la mCdula ósea 

(MO). pueden sufrir una transformación y proliferación clonal y dar lugar a cClulas que no 

son funcionales para el organismo (llurwitz,. 199S}. De panicular interCs por sus 

características biológicas. Ja leucemia aguda linfoblástica (LAL} es un tipo de leucemia que 

se distingue por un exceso de células inmaduras linfopoyéticas en la ~10 (Hcad y Behm. 

1995). Algunos pacientes con esta enfermedad presentan fib.-osis medular (F~10). el cual es 

un f"actoT de mal p.-onóstico (Thiclc. 1995~ Sahu.1997). El origen de la fibrosis se desconoce. 

sin cmba.-go en pacientes con leucemia megacarioblástica asociada a fib.-osis. se ha 

encontrado que la MO sufre una infiltración de mcgacarioblastos con la capacidad de 

secretar factores de crecimiento. como el derivado de plaquetas (PDGF). el cual estimula la 

proliferación de las células estromalcs (Kimura. 1988~ Ozcn. J 997). Asimismo. en pacientes 

con leucemia linfocitica crónica. se ha obscTVado que la intcrlcucina Ja (IL-la.) producida 
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por las células de leucemia. favorece el desarrollo de la F?l.10 a través de la proliferación de 

los fibrob1a.stos de MO (Kimura. 1993 ). 

Con base en estos antecedentes y tomando en cuenta que en algunos casos de LAL se 

presenta Ff\.tO. el presente trabajo se desarrollo con la finalidad de determinar si las células 

de leucemia de pacientes con LAL. producen citocina.s con la capacidad de inducir la 

proliferación anonnal de los fibroblastos de MO. lo cual podria explicar la presencia de este 

padecimiento. 

Los datos indican que los fibroblastos procedentes de pacientes con LAL que cursan 

con F~tO. presentan una proliferación anonnal. ya que a diferencia de los fibroblastos de 

donadores sanos. estas cClulas no exhiben inhibición de la multiplicación. por el contrario 

proliferan formando varias capas Este componamicnto puede contribuir al incremento de 

las células fibroblftsticas en la MO de los pacientes con fibrosis. Estos resultados concuerdan 

con los expcl"imenlos de otros investigadores (Kimura. 1988 y 1990). los cuales demuestran 

que los libroblastos procedentes de la ?i-10 de pacientes con desórdenes mieloprolifcrativos 

difieren de los procedentes de individuos sanos, en cuanto a la sensibilidad a factores 

mito génicos del suero y a citocinas como el POGF. lo cual podria representar otra altcracíón 

en la enfermedad pero a nivel de células estroma.les. como se ha observado en leucemia 

micloide crónica (Bhatia. 1995 ). 

Dclcrminamos que los linfoblastos de pacientes con fibrosis ejercen un efecto 

estimulador de la proliferación de los fibroblastos (Figuras 4-7) y que esta actividad es 

modulada principalmente por factores como el M·CSF. PDGF e lL-la. (Figura 8)_ 

Asimismo. nuestros datos indican que esta última citocina es el principal factor responsable 
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de la cstimulación, ya que en el ensayo de bloqueo de su ac1ividad biológica con anticuerpos 

específicos. se obtuvo una disminución significativa en la capacidad de Ja prolif"cración 

(Figuras 9 y 1 O)_ Sin embargo. debido a que la actividad prolif"crativa no fue neutralizada 

completamente por el anticuerpo. podemos suponer que Jos orros factores mitogénicos 

delcctados como el M-CSF y el PDGF. pueden contribuir a la proliferación de Jos 

fibroblastos. Hallazgos muy similares han sido reportados pua pacientes con leucemia 

linfocitic.a crónica (Kimura. 1993). 

Los anteriores resultados pueden ser interpretados como una evidencia de que en LAL 

con FMO. uno de los mecanismos que participan en la aparición de Ja fibrosis es la secreción 

de IL-1 a. por las mismas cClulas de lcuccmi~ Ja cual induce la proliferación descontrolada de 

los fibroblastos de MO. Debido a que se han encon1rado en distintos tipos de leucemia 

asociada con fibrosis. la participación de diferentes citocinas en su patogCncsis (Kimura. 

1993; Reilly. 1994; Kimura 1995; Martyrc. 1994. Ramcshwar. 1996). se podría sugerir que 

la fibrosis es una alteración cuyo desarrollo depende del tipo de leucemia y de las cilocinas 

que estas mismas cClulas son capaces de secretar. en cantidades mayores a lo que hacen las 

células nonn.ales. 

Por otra panc. se sabe que las células malignas presentan cienas características como 

son: ausencia de inhibición de la proliferación por contac10. independencia de f"actores 

séricos. capacidad de crecimicn10 en medios scmisólidos. capacidad de formar tumores en 

ratones admicos. y la presencia de aheracioncs genCticas (oncogcncs y genes supresores de 

tumores). En este estudio. hemos observado que Ja proliferación in vi1ro de los fibroblastos 

de pacientes de LAL con FMO. es anormal en comparación con fibroblastos provenientes de 
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donadores sanos. dado que han perdido la inhibición por contacto y continúan la 

incorporación de 3 H·timidina. nún después de varios días de cultivo. Esto parece indicar. que 

por si solos los fibroblas1os derivados de rt.fO con fibrosis. presentan la capacidad de 

prolif"crar lal y como Jo realizan las cCJulas lransformadas. lo cual por una parte cuestiona eJ 

papel de los linfoblastos como única via en Ja inducción a la prolif"era.ción de Jos fibroblastos. 

llevando a cslablecer la posibilidad de que estas células se encuentren transformadas. 

De esta forma. el posible modelo para el desarrollo de csla cnf"enncdad. en la cual 

participan de manera acriva las cClulas de leucemia es el siguiente: el fibroblasto responde a 

factores secretados por las células de leucemia y a la vez prcsenla anormalidades en su 

capacidad de proliícración. lo que Je permite ir desplazando progresivamente a Jos demás 

dementas celulares de Ja MO. Sin embargo. es necesario evaluar Jos dem.i.s parámetros 

mencionados, Jo cual nos pcrmi1iris. saber si estas células están transformadas, o bien, si se 

encuentran en un estadio intermedio hacia la transfonnación 

En la actualidad. todavía no se eslablcce con seguridad la pa1ogéncsis de la fibrosis. 

aunque al parecer es un padecimiento cuyo desarrollo es caraclcrislico del tipo de leucemia 

donde se prescnla. de ahí que en LAL. estemos proponiendo la participación tanto de las 

células de leucemia como la de los mismos fibroblastos. en la progresión de esta cníennedad. 

Por lo pronto. con el presente estudio se han aportado conocimientos sobre algunos de 

los mecanismos involucrados en la promoción de Ja fibrosis de la J\.fO. en pacientes con 

leucemia aguda Jinfoblástica. Eslos estudios podrían dar la paula para que en un futuro. 

conociendo Ja participación de la IL-Ja.. se implerncnlc el uso de inhibidorcs de esta citocina 

en la terapia de estos pacientes. dado que su bloqueo pcnnitiria disminuir Ja masa celular de 



fibroblastos y a su vez el posible efecto que pudieran cjcrc.cr factores secretados por estas 

cClulas sobre la proliferación de los linfoblastos lcucémicos; o bien, adicionar al esquema 

quimioterapéutico fármacos dirigidos conlra los fibrob1astos. ya que cslas células podrian 

estar transfonnadas y requerir drogas diferentes a las utilizadas para la leucemia.. ello con el 

objeto de eliminarlas y mejorar la terapCutica y el pronóstico de estos pacientes. 
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APENDICES 
APENOICE 1 

ENSAYO DE ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORDENT ASSA Y). 

1. Estabilizar las inrnunoplacas (Costar. USA) con 100 µ1/pozo de medio 

condicionado o bien con SO. 25 o J 2 ng de las citocinas rccombinantcs GP....t-CSF. 

POCiF. M-CSF e IL-la.. diluido en amortiguador de carbonatos pH 9.5 (apéndice 3). 

2. Incubar 2 hr a 37ºC y después toda la noche a 4°C. 

3. Lavar 4 veces con SAF-TWEEN preparada al 0.1%. 

4. Bloquear con 100 µVpozo de SAF-afbümina preparada al 20/. durante 1 hr a 37ºC. 

S. Lavar 4 veces con SAF-TWEEN preparada al O. l %. 

6. Adicionar 100 µVpozo del primer anticuerpo diluido en SAF-albümina al 2o/o a una 

concentración de 1 :200. Incubar durante hr a 3 7ºC. Para las citocinas 

a determinar se utilizaron anticuc.-pos monoclonales de ratón (Gcnzymc. USA) 

para cada una de ellas. 

7. Lavar con SAF-TWEEN preparada al O. lo/o. 

8. Adicionar 100 µl/pozo del conjugado {anticuerpo secundario-enzima pcroxidasa) 

diluido con SAF-albúmina a una concencración de 1 :3000. Incubar 'h hr a 37°C. 

9. Lavar 4 veces con SAF-TWEEN preparada al 0.1 %. 

10. Adicionar el sustrato de Ja enzima (OPD. ono-phenylcncdiamina): Disolver 6 mg de 

sustrato en 12 mi de amoniguador de citratos pH S.6 (apéndice 4). Adicionar JO µI 

de H 20 2 inmediatamente antes de usa..-sc. Ag..-egar a la placa 100 µVpozo de a 

solución y mantenerla en la obscuridad durante 1 O min. 

11. Parar Ja reacción con 25µ1/pozo de H2SO. preparado a 2.5 N. 

12. Leer a 490 nm. 
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APENDICE:? 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SAF) 

Esta solución amoniguadora se utiliza para mantener condiciones fisiológicas. estables 

a un pH de 7.0 por periodos que no excedan las 2 horas. La cap•cidad de amortiguación es 

proporcionada por las sales de f"osfato. de acuerdo a la siguicnle formulación: 

Cloruro de Sodio (NaCI) 

Cloruro de Potasio (KCI) 

Fosf"ato Monoácido de Sodio (Na2 HPO.) 

Fosf"ato Di.ácido de Po1asio (NaH2 PO .. ) 

8.0 g 

0.2 g 

2.16 g 

0.2 g 

Todos los componcmcs se disuelven en 1000 mi de agua bidcstilada. ajustándose el 

pl-I entre un valor aproximado de 7.2~7-4 con HCL 8N. La solución es cs1crilizada con 

membranas 1'.tilliporc con diámetro de 0.22 micras. La solución se almacena a 4°C hasta su 

uso. 

APENDJCE3 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARBONATOS 

Esta solución se u1iliza para estabilizar las inmunoplacas en el ensayo de ELISA. y se 

prepara de Ja siguiente ntancra: 

Carbon .. 10 de Sodio (Na2C03) 4.24 g 

Dicarbonalo de Sodio (Na.HCO,) S.04 g 

Todos los componcnrcs se disuelven en 1000 mi de agua bidcsrilada. ajus1indose a un 

pH de 9.5. Se almacena a 4°C hasla su uso. 
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APENDICE4 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CITRATOS 

Esta solución se utiliza para disolver el sustrato de la enzima perox.idasa (OPD. ono

phenylenediamina) en d ensayo de ELISA. y se prepara de Ja siguiente manera: 

Acido Cítrico (c.tt.0..H,O) 21.01 8 

28.4 8 

Se preparan soluciones stock de ácido cítrico y fosfato monoácido de sodio en 1000 

mi de agua bideslilada cada una por separado. Se toman 48.S mi de la solución de ácido 

cítrico y se agregan a S l.S mi de la solución de fbsfa10 monoicido de sodio. Se ajusta a un 

pH de S.6 y se almacena a 4°C hasta su uso. 
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