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RESUMEN 

Las interleucinas 1 y 2 (rhIL-1 e rhIL-2), fueron prirrerairente descritas 

cano factores que afectaban la proliferaci6n de linfocitos T. Actualrrente se 

canece, que estas dos interleucinas pueden influir aunque de manera indirecta, 

en la proliferaci6n y diferenciaci6n de células mieloides. 

Con la finalidad de determinar el efecto de la rhIL-1 y rhIL-2 en la 

proliferación y diferenciación de células m.ieloides, se cultivaron células de 

las líneas leucánicas nurinas WRl9M. l de tipo macrofágico y WEHI3BD- de tipo 

mielacD11ocÍtico en presencia de estos 2 factores. Asinúsrro se observó el 

efecto de la rhll.-1 sobre la diferenciaci6n de células de leucenia mieloide 

h\11\ana. Por Últirro se determinó el efecto proliferador y diferenciador de 

il1'bas interleucinas en ma.crófagos residentes e inducidos de la cavidad 

peritoneal de ratón. 

Para ello, se utilizaron cultivos en suspensión y en bicapa de agár. La 

proliferaci6n celular fué evaluada por conteo celular y de colonias¡ la 

diferenciaci6n celular fué determinada por rredio de la aparici6n de receptores 

para Fe a través de la fonnación de rosetas, por fagocitosis de partículas de 

látex y secreción de lisozima. 

Los resultados cbtenidos muestran que la rhIL-l es un fuerte inductor de 

la aparici6n de receptores para Fe en las líneas WR19M. l y WEHIJBD- y 

ligeramente en las células leucénicas de 3 pacientes con leucemia mieloide. 

l\derMs, estimula la fagocitosis inespecÍfica de partículas de l&tex en la 

línea leucénica WEllI3BD- y no presenta ningún efecto en estimular la 

proliferaci6n celular de estos ti¡x>s de leucemias. Por otro lado, se encontró 

que la rhIL-2 es un fuerte factor mitog:énico, ya que estimula la proliferación 

celular tanto de la WR19M.l cano de la WEllI3BD-, pero un factor mitogénico 

pci:>re cuanó::J se evalu6 su efecto tanto en macrófagos residentes caro inducidos 

de la cavidad peri toneal. 

Consideram:>s que estos resultados revisten de cierta i.nportancia pues si 

la rhll.-1 fuese capaz de inducir en forma general la diferenciaci6n funcional 

de células leucémicas de tipo mieloide, entonces este factor tendría una muy 

Útil aplicación clínica en pacientes con este tipo de enfenredades, debido a 

su efecto sobre el increrento en la expresi6n de receptores para Fe, así caro 

del amento de la actividad fagocí'tica de este tipo de células. 
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OBJETIVOS 

1. Oete.rminar el efE!!Zto de los factores de crecimiento 

hematopoyético rhIL-1 y rhIL-2 sobre la proliferación y 

diferenciaciÓÍl de células leucánicas mieloides de ratdn. 

2. Determinar el efecto de la rhIL-1 sobre la cliferenciacidñ de 

células leucánicas mieloides hl..lnélflas. 

3. Determinar el efecto de la rhIL-1 y rhIL-2 sobre la 

proliferaciOO y diferenciacio'ñ de células macrofágicas 
nonnales de la cavidad peritoneal de ratón. 

1.1 Determinar el efecto de la rhIL-1 y rhIL-2 sobre la 

proliferación celular, la aparición de receptores para Fe, la 

fagocitosis de partículas de látex y la secreciOO de lisozima 

en la línea de tipo macrofágico WR19M. l y en la línea de tipo 

mielaoonocítico WE!!I3BD - • 

2.1 Determinar el efecto de la rhIL-1 sobre la aparición de 

receptores para Fe en células de pacientes con leucenia 

mieloide aguda (LMA) y leucemia mielo~de crónica (La:). 

3.1 Determinar el efecto de la rhIL-1 sobre la aparicidñ de 

receptores para Fe en macr6fagos residentes de la cavidad 

peritoneal de ratóh. 

3. 2 Detenninar el efecto de la rhIL-2 sobre la proliferación 

celular de macrófagos residentes e inducidos de la cavidad 

peritoneal de ratóh. 



INTRODUCCION 

La hemat~esis, es el proceso mediante el cual células sanguíneas 

maduras se derivan de células tallo multipotenciales localizadas en la nédula 

ósea ( 1, 2). Debido a que las células sanguíneas tienen un tienpo de vida corto 

( 1, 3 >, la regulaci6n de su producción es el resultado ele un fino balance entre 

las iroléculas estimuladoras e inhibidoras y de las células producidas que 

responden a éstas iroléCulas (4,5). 

Estas rroléculas que regulan ele manera positiva o negativa la 

hematopoyesis san concx:idas caro factores de crecimiento hernatopoyético {HGFs 

del inglés, hemat~ietic growth factorsl, los cuales tienen un papel 

prinDrdial en la sobrevivencia, proliferación, diferenciaci6n y activación 

funcional de las células hematopoyéticas ( 6) • La acción de los HGFs es 

regulada por receptores para los factores de crecimiento sobre células 

precursoras y células efectoras maduras (7). A través del transcurso del 

tierp:>, distintos HGFs han sido identificados y agrupados de acuerdo a sus 

actividades específicas sobre poblaciones de células blanco • Actuallrente los 

HFGs se han clasificado en 3 grupos de acuerdo al efecto que presentan sobre 

un cierto tipo ele célula blanco ( 8 >: 1) en el primer grupo se incluye a los 

factores que por si misros no tienen ningun efecto directo en la proliferación 

celular hematopoyética, pero al actuar sobre las células tallo las hacen más 

susceptibles de responder a estos factores de crecimiento ( 9, 10) , tal es el 

caso de interleucina-1 (ll.-1), interleucina-4 (ll.-4) e interleucina-6 (ll.-6) _; 

2) en el segundo grupo se incluye a los factores que afectan de manera directa 

la proliferación celular hematq¡oyética a nivel de células progenitoras, tales 

caro interleucina-3 (ll.-3) y el factor estimulador de colonias de 

macrcSfagos-granulocitos (Gl-<:SF del inglés, colony stimulating factor for 

macrcphages-granulocytes) ( 11, 12) y 3) en este grupo se incluyen a los n'.iFs 

que afectan exclusivamente la diferenciaci6n tenninal 00 células 

hematqx::>yéticas hacia células efectoras maduras y que actúan en linajes 

específicos, tales caro factor estimulador de colonias de rnacrÓfagos (M-CSF 

del inglés, colony st.lmulating factor for macrophages >, factor estimulador de 

colonias de granulocitos (G-CSF del inglés, colony stimulating factor for 

granulocytes), interleucina-5 ( n.-5) y eritropoyetina (f<X>) ( 13, 14). AsiroiSIOO, 

han sido descritos otros factores que regulan de manera negativa la 
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proliferación hernatopoyética (5), tales cc:m::> factor de necrosis turroral (TNF 

del inglés, tumor necrosis factor), factor de crecimiento transformante beta 

(TGF- J del inglés, transfonning growth factor beta), lactoferrina (LF), 

transferrína (TF), isoferritinas acíclicas (AIF del inglés, acidic 

isoferritins), prostaglandinas del típo-E y todos los tipos de interferones 

conocidos (Iffis) (15,16,17). 

Más recientemente, los genes de algunos factores de crecimiento 

hernatopoyético humanos y de ratóh han siclo m:>lecularmente clonados y sus 

secuencias de ácidos nucleicos y proteínas han sido cooparadas 

(3,18,19,20,21) .. En ciertos casos las secuencias de los genes de los HGFs han 

sido sintetizados en células animales, bacterianas y en sistemas de expresión 

utilizando levaduras ( 22, 23). La caracterización molecular de estos factores 

ha permitido estudiar su efecto tanto en la mielopoyesis caro en la 

linfopoyesis en sistemas animales y en cultivos celulares in vitro, 

permitiendo asimiS100 evaluar su p:isible aplicación terapéutica ( 8, 24). 

El aislamiento de líneas celulares y la disponibilidad de los HGFs 

recanbinantes, hacen posible el estudio del papel que jueg-an estos factores 

sobre la actividad bioló:.Jica en células heroatopoyéticas normales caro 

transformadas ( 25) • Dos ejerrplos de lÍneas celulares aisladas son la linea 

transformada de tipo macrofágico WR19M. l y la línea leucénica 

mielaronocítica WEHI3BD-:- (26,27), de las cuales se conoce relativairente poco 

acerca del efecto de los HGFs sOOre su actividad proliferadora y 

diferenciadora; siendo de vital i.n;>artancia el estudio de estas líneas, ya que 

pueden aportar alguna aplicaci6n a nivel terapéutico en pacientes con algún 

tipo ele leucemia. Asimismo, recientemente ha siclo descrito que otra serie de 

factores que en un inicio se creía que afectaban exclusivanente al sistema 

linfoide, caro es el caso de ~-1 e IL-2, ahora es conocido que también tienen 

un efecto en el sistema mieloide (28,29). En el caso de IL-1 ori9ínalrrente fué 

descrita caoo un factor cooperante para inducir la proliferación de células T 

(30), así caro de mediar ciertas respuesta inrmmes e inflamatorias (31,32); 

sin enbargo, ahora es conocido su efecto en células mieloides debida a que 

hace más susceptibles a células prog:eni toras indiferenciadas hematapoyéticas a 

responder a factores de crecimiento específicos (10,33), pero no es conocido 

que por sí misma tenga efecto en la proliferación y en la diferenciación 

celular. Por otro lado n.-2, aunque en un inicio fué descrita caro un factor 

de crecimiento exclusivo de linfocitos T (34,35), actualrrente se sabe que 

puede afectar la proliferación de células mieloides del linaje rronocítica en 
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cultivos no haoogéneos de células de nédula ósea, en conjunci6n con interferon 

g<mma (UN-1) (29). 

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo tuvo cano finalidad 

evaluar si las interleucinas 1 y 2 recanbinantes hmianas (rhIL-1 y rhIL-2), 

pueden participar en la inducción a la proliferación o a la expresión de 

receptores Fe en poblaciones haoogéneas de células rnieloides, para ello, se 

utilizaron dos líneas leucémicas de ratón : la WR19M. l de tipo macrofágico y 

la WEHI3BD - de tipo mielanonocítico, así cano de células provenientes de 

pacientes con leucemia rnieloide aguda (LMA.) • Esto permitirá conocer por un 

lach si estos factores tienen alguna propiedad diferente a las ya descritas y 

por otro lado, dependiendo del efecto que presenten en estos tres tipos de 

leucemias, su posible utilización con fines terapéuticos. 

Con ello se pretende contribuir al conocimiento de la actividad biolÓ3'ica 

que tienen estas interleucinas sobre la proliferación y diferenciación de 

células leucffiri.cas rnieloides y que aun no han sido descritas, tratando de 

aportar alguna aplicación clínica para los pacientes leucéinicos, utilizando 

estos factores de crecimiento y por rreclio de la manipulación de niveles de 

regulación. 
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MARCO TBORICO 

En el hanbre adulto nonnal, todos los eritrocitos, granulocitos y 

plaquetas que circulan en la sangre periférica, son prc:xlucidos en la nédula 

ósea mediante un proceso llamado henatopoyesis (36) (Figura 1). 

Figura l. Este rrcdelo de henatopoyesis, ilustra el principio 

aceptado generalmente, de que todas las células sanguíneas se 

derivan de una célula tallo camrn a través ele un número ele 



linajes discretos de células progenitoras. La célula tallo 

hematopoyética pluripotencial en el eje del diagrama se presenta 

en un sistema hematopoyético maduro. La divisi6n de esta célula 

da origen a células tallo hematopoyéticas pluripotenciales y a 

series de células progenitoras que generan los diferentes linajes 

(18,39,48,49). Las diferentes células progenitoras las cuales son 

identificadas en los sistemas de cultivos ~ son la unidad 

formadora de colonias de granulocito, eritrocito, rronocito, 

megacariocito (CFU-GEM-1 del inglés, colony fonning unít, 

granulocyte, ecythrocyte, ioonocyte, megakaryocyte), la de 

eosinófilos (CFU-Fc del inglés, colony formi.ng unit-eosinophil, 

la de granulocitos y macrófagos (CFU-GI del inglés, colony 

fanning unit, granulocyte-rronocyte, la de eritrocitos (CFU-E del 

inglés, calany farming unit-erythrocyte) y la de grupos 

eritroides (BFU-E del ingles burst forming unít-ecythocyte). Las 

abreviaciones para los linajes hemtcpJyéticos son n, 

neutrófilos; e, eosinófilo; b, bas6filo; m, m:inocito/macrófago; 

E, eritrocito y M, negacaricx::ito (50) .. 

La rré'dula 6sea esti!'. involucrada no solo en la generación de las células 

de la sangre (18,37), sino tarrbíén de linfocitos B, precursores de linfocitos 

T (38,39) y de varios tipos de células asociadas con la operaci6n del sistema 

inmune (Figura l). Estas células accesorias incluyen células especializadas 

que presentan antígena, tales caro; macrófagos (37), células dendríticas 

(40), células intratírnicas (41), células de Langerhans (42,43) y células 

efectoras asociadas con las defensas inmunológicas tales CCJTO neutrófilos, 

eosinófilos (18,37), basófílos (37), monocitas (18,37), células mast 

(baSÓfílos) (44,45) y células asesinas naturales (NK del inglés, natural 

killer) (46,47). 

células tallo ~cas pluripctenciales 

La evidencia de la existencia de células tallo hematopoyé'ticas 

pluripotenciales se deriva de experiioontos in viva en los cuales células de 
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nédula ósea fueron transferidas a hospederos irradiados. Marcadores 

crarosánicos únicos han sido usados para darostrar que las células mieloides y 

linfocitos T y B en estos animales hospederos pueden provenir de una célula 

tallo canún ( 39, 51) • El ensayo está'ndar para las células tallo hematopoyéticas 

pluripotenciales ha sido el ensayo de la unidad fonnadora de colonias del 

bazo ( 48) o CFU-s, el cual se basa en la observación, de que la inyecci6n de 

mineros graduados de células de nédula ósea a ratones hospederos irradiados, 

resulta en la aparición de colonias macroscópicas discretas en el bazo. 

Es i.np:lrtante rencionar, que las células progenitoras que dan lugar a los 

8 tipos sanguíneos conocidos, han sido detectados ¡:x:Jr nedio del ensayo del 

CFU-s; así teneroos que se conocen dos tipos de progenitores para la serie 

eritroide, uno designado caro temprano; conocido cano BEU-E, el cual se 

caracteriza por originar colonias macroscÓpicas eritroides en el bazo con poco 

potencial de autorrenuevo, y el otro designado caro tard.Ío o CFU-E, el cual 

origina colonias eritroides pequeñas con un alto potencial de autorrenuevo 

(52, 53). Asimisno, se han detectado células wti.potentes porque dan lugar a un 

solo ti¡:x:J de célula diferenciada, tales caro las células progenitoras para 

megacariocitos o CFll-Meg (54), para eosipófilos o CFU-Eos y bipotenciales por 

su capacidad de dar origen a más de un tipo celular sanguíneo, caro la unidad 

formadora de colonias de macrófagos-granulocitos o CFU-GM ( 56). 

El sistena hallatq>ayét.ic 

Todas las células sanguíneas maduras se derivan de células tallo, las 

cuales se originan durante el desarrollo ent>rionario. Estas células tallo, las 

cuales en el adulto estan localizadas en la rrédula ósea, son capaces de 

proliferar y producir más células tallo (un proceso llamado auto-renovacioo) o 

dan origen a células más diferenciadas (un proceso concx:ick> caro 

CQ1l'ratetimiento) (18,37). Estas células progenitoras CQ1l'ratetidas pueden 

entonces experi.nentar posteriormente proliferaci6n y de:sarrollarse para 

producir células sanguíneas maduras ( 2) dentro de ant>ientes especializados 

localizados en la médula ósea, la cual provee de un soporte estranal, que 

pennite a las células tallo que se desarrollen y maduren hacia células 

diferenciadas (Figura 2). Estudios~ de la capa estranal de cultivos 

de médula ósea a largo plazo, han dem:istrado que está CQ1l'uesta de 

fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y macrófagos, adená's de una 
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matriz extracelular conteniendo los tip:::>s I y IV de colágena, 

glu::osarninoglucanos, fibronectina y laminina (56,57). Las c/;lulas tallo 

hematopoyéticas totipotentes se localizan dentro ele la capa estrcmal y dan 

lugar a células progenitoras con una funcil5n específica y entonces son 
liberadas en el torrente sanguÍneo ( 51\r). Esta secuencia de eventos, ha 

sugerido la posibilidad de que las células tallo totipotentes puedan 

pennanecer en la médula ósea debido a un enlace selectivo a receptores 

específicos de superficie celular presentes en células estranales o a la 

adhesión a nx:>léculas presentes en la matriz extracelular (59). El 

microani:>iente de la rrédula <Ssea juega un inportante papel en la regulación 

para liberar la progenie hemat:opoyética madura a través de la rrodulación de 

proteínas de adhesión específicas, y ésto es un área de investigación activa 

en el presente ( 59) • 

MICROl\MB!Em'E DE LA MEDULA OSFJ\ 

S TGF-f> 
U..-4• n..-. © M~SF'l• ~;· n,-6 'l'NF-~ Ü Linfcx:ito T 

..CSF 1L ~ Precursor 
hematopoyético © ~ ll.- 1 I 

r '\·~ Sf."r, ;-CS'./f.11.". j 
'\ . i", T@_G~ © 

G-CSF, M-CSF, GM-CSF ¡ti 0 lobnoci to;Macrófago 

n.-1, IL-6 \ / 

l 
TGF-r> GM-CSF 

ll.-1, JL-6~ 
::::-.,'mF-1' ~ 
~ Fibroblast 

célula 
endotelial 

Figura 2. Interacciones nDleculares en el microant>iente de la médula. 
Tanado de Ref: 60. 



Es claro por lo anterionnente descrito, que actualmente el sistema 

hE!!Mtopoyético sea considerado caoc> un c:ctll"lrtirniento dinánico, en el cual se 

encuentran células en varias etapas de diferenciación, carpraretimiento y 

desarrollo, interaccionantb con nDléculas presentes tanto en la superficie de 

las células estranales caro de aquellas presentes en la matriz extracelular. 

El resultado final de este proceso, es que los núrceros apropiaOOs de tipos 

celulares sanguíneos maduros son producidos de acuerdo a la necesidad del 

organismo.. Evidentemente, el sistema hernatq:ioyético está organizad:> para 

asegurar que esta capacidad regenerativa persista a través de la vida y que 

exista flexibilidad suficiente para mantener el estado normal de la producción 

de uno o irás tipos celulares, además de su capacidad de responder a ciertas 

situaciones de stress tales caoo; henorragias, hipoxia o infecciones (2). 

Sistellas in vitro para el estudio de la henatqioyesis 

E.l crecimiento y diferenciación de células hematcpoyéticas, ha sido 

estudiaOO in vitro en 2 clases de sistemas: l) cultivos a corto plazo (nenas 

de 3 semanas) en los cuales, el crecimiento y la diferenciación es delrostrada 

fácil.nente con factores de crecimiento solubles y 2) cultivos a largo plazo 

(cultivos Dexter) (3 tooses o más) (61), los cuales dependen de una monocapa de 

células estrana.les, dentro de las que se incluyen células endoteliales, 

fibrcblastos, adipacitos y macrófagos, los cuales mantienen la proliferación 

continua de células tallo hematopoyéticas pluripotenciales asegurando de esta 

manera su prog:enie. Asimísm:> es interesante destacar la existencia de un 

tercer sistema iMs reciente para el estudio de la diferenciaciáh 

hematopoyética y que ha sido el desarrollo de líneas de células progenitoras 

hematopoyéticas factor-dependientes ( 62) • 

l) Evaluación de colonias para progenitores hernatopoyéticos. 

El descubrimiento de la formacioo de colonias ~ para células 

progenitoras hematopoyéticas fué un evento clave para el estudio de los 

rrecanisioos involucrados en el desarrollo, proliferación y rnaduraciái in vitre 

de células de rOOdula 6sea. Pluznik y 5achs (63) y Bradley y Metcalf (64), 

observaroo que progeni tares hematopoyéticos podÍan dar origen a colonias 
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discretas de células diferenciadas cuando eran senbrados en presencia de una 

capa alimenticia de fibrablastos de origen embrionario. El crecimiento de 

estas colonias fué absolutairente dependiente de la presencia de la capa 

alinenticia de fibroblastos. SUbsecuenterente se oostró que el papel de la 

capa alimenticia era producir factores de crecimiento solubles, y que éstas 

c~ulas poclÍan ser reenplazadas por su medio condicionado ( 65, 66). 

2) Cultivos de rOO'du.la ósea a largo plazo. 

El sistema de cultivo de irédula ósea a largo plazo desarrollado por 

Dexter y colegas (61), está basado en el establecimiento~ de una capa 

adherente constituída de una rrezcla de células estranales derivadas de m!dula 

6sea. La selección cuidadosa de suero de caballo y la adición de suero fetal 

de caballo e hidrocortisona (67 ,68), son factores inportantes en el 

establecimiento de capas adherentes efectivas, capaces de mantener el 

crecimiento de células hematopoyéticas. En el procedimiento original de Dexter 

(61,68), después del establecimiento de una tr<XlOCapa de células estranales de 

un inci:ulo inicial de células de médula ósea, un segundo inóculo de células de 

médula ósea fué adicionado. La ten¡ieratura 4>tima para la producción de 

células tallo fué de 33 "C, y típicanente los cultivos fueron depletados de la 

mitad de las clílulas no adherentes y el medio cairbia&:i sewanalmente. Tales 

cultivos suponen proliferación de células tallo hematapoyéticas 

pluripotenciales incluyendo cru-s ( 69) y células capaces de generar 

linfocitos en hospederos irradiados (69, 70). 

3) Líneas de células progenitoras hern.ltapoyéticas dependientes de 

factores de crecimiento. 

Una in¡>ortante avance para el estUdio in vitre de la diferenciaciOO de 

células de médula ósea, ha acontecido a partir del descubrimiento, de que 

células progenitoras hemat~ticas pueden crecer ~ caro poblaciones 

clonales, cuando factores de crecimiento específicos es tan presentes. Estas 

líneas se dividen en dos grupos; el roojor caracterizado está formad=> por 

líneas que consisten de poblaciones hc:m:Jgéneas de células relativamente bien 

diferenciadas y que CG'llparten muchas características con células wast 
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(baSÓfilos) (10,39,40). El segundo grupo está caipuesto de lí'neas con 

poblaciones heterogéneas de células, las cuales muestran W\a variedad en su 

CQli>ranetimiento y potencial diferenciador; por ejerrplo, una línea puede 

diferenciarse a basÓfilo o megacariocito (71, 72). El crecimiento y la 

capacidad de autorrenovación de estos dos grupos de líneas difiere, pero 

anbas muestran el requerimiento canún para un factor de crecimiento que ha 

sido llamado factor estimulador de células persistentes (73). 

A partir de los estudios realizados por Leo Sachs y por Donald Metcalf 

en la década de los 60s, se hizo evidente que en la regulaci6n de la 

maduración, sobrevivencia, proliferaci6n y diferenciacióh de las células 

mieloides, participan ciertos factores htm::>rales de naturaleza gluc~roteíca, 

actual.Jrente designados caoo factores de crecimiento henatopoyético o OOFs 

(23). Estos inductores del crecimiento hematopoyético, Catt>renden una familia 

de polipétidos glucosilaclos, muchos de los cuales han sido definidos por su 

habilidad para inducir el crecimiento y desarrollo de colonias de células 

hema:tqx>yéticas de varios linajes in vitre, canúnmente usando sistemas de 

cultivo en gel suave (64, 65). El grupo de Leo Sachs, fué el prinero en 

reportar la formación de colonias de precursores hematcpoyéticos, las cuales 

consistí'an principalmente de macrófagos y granulocitos por lo cual designé al 

factor responsable de esta propiedad caoo inductor de macrófagos y 

granulocitos (Kit del ingles, macrophage and granulocyte inducer) (74), un año 

más tarde el grupo de Donald Metcalf usando un sistema de cultivo similar pero 

enpleando células de médula 6sea en lugar de células de bazo, design6 a esta 

misma irol&:ula caro factor estimulador de colonias (CSF del inglés, colony 

stimulating factor) por su habilidad de soportar el crecimiento de células de 

ll'll"dula d'sea en cultivos sanisólidos (75, 76, 77, 78), por lo que taori:>ién fué 

llamado por el grupo de Austin, M:Culloch y Till cano actividad estimuladora 

de colonias (CSA del inglé's, colony stinulating activity) (79). 

A partir de estos estudios clásicos realizados por estos dos grupos de 

investigaci6n, se hizo evidente que en la regulación de la hematopoyesis 

participaban al irenos dos tipos de factores hun::>rales. Sin enbargo, más 

recienterrente ha sido descrito que en la regulación hun::>ral de la 
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hEmltq;x:Jyesis pueden participar otra serie de factores que inicialmente se 

sabía solo afectaban al sistema linfoide tales caro; interleucina-1 (IL-1}, 

interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e 

interleucina-6 (IL-6) (80,81). 

l\ctual.rrente existen dos escuelas principales de pensamiento que explican 

la manera en que estos factores controlan la proliferacióh y diferenciacióh 

del sistema hemato-linfoide. La escuela de Leo Sachs postula la existencia de 

una familia de moléculas que estinrulan principal.Jrente la proliferación celular 

del carpartimiento mieloide designadas CCJ10 M:;I-1 (82,83), y otras con 

propiedades principallrente diferenciadoras llamadas M:;I-2 (82,84), producidas 

por las células m.ieloides en respuesta al K.JI-1. Por otro lado, la escuela de 

Donald Metcalf afirma que la hernatopoyesis es regulada por una serie limitada 

de factores de crecimiento (85,86), los cuales actúan en diferentes estad.Íos 

del desarrollo hematoPoyético, así tenaoos que interleucina-3 (IL-3) (87), ha 

sido descrita caro un factor que estimula la proliferación y desarrollo de 

células progenitoras iranaduras; el factor estimulador de colonias de 

macrófa9os-granulocitos (Q.H;SF) (22,88), el cual estinrula la proliferación de 

células mieloides en etapas intermedias de su desarrollo; el factor 

estinulador de colonias de granulocitos (G-<:SF) (89) y factor estimulador de 

colonias de macrófa9os (M-CSF) (77,90), los cuales participan principal.Jrente 

en la diferenciaci6n terminal de este tipo de células. 

P.ecientenente, los genes que codifican para muchas de estas rroléculas han 

sici::> clonados y ru<presados tanto en sistemas bacterianos cano en levaduras 

( 22, 23) , obteniéndose de esta manera los factores de crecimiento 

hematq>oyético en forma recari:linante. La dispooibilidad de estas nvléCulas en 

forma recaTtlinante ha permitido evaluar su posible potencial CaiD reguladores 

de la hematcpoyesis in vivo, ~sí caro evaluar su utilidad con fines 

terapéuticos en cierto tipo de enfernedades congénitas, síndrares 

mielodisplásicos y en leucenias mieloides agudas ( 2, 24) • 

Los IKiFs son activos in vitro a concentraciones nanogr<inicas (23) y 

pueden servir CCJTD cofactores para estimular células en diferentes etapas de 

la diferenciación hematopoyética, y en llllChos casos sobre linajes diferentes 

(23,91,92). Algunos de estos factores de crecimiento pram>eVen la 

proliferación y diferenciación de células tallo multipotentes (2, 93) ¡ sin 

enbargo, existen otras rroléculas que por si mismas no son prcm:>toras del 

crecimiento de estas células, pero que pueden sinergizar con los R:iFs (22) y 

procllcir la proliferación y desarrollo de células primitivas (2,94). 
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Relativamente poco es conocido acerca del papel de los !liFs en la 

requlaciál de la hematqxiyesis ~· Se sabe que es necesario 

s\.tllinistrar grandes cantidades de estos factores al interior del organisnv, 

para observar un efecto biol6gico (95,96). Sin enbargo, es in¡x>rtante 

mencionar que de los diversos ll3Fs utilizalhs en estudios clínicos, en la gran 
mayor !a de los misn<lS se ha correlacionado el efecto observado tanto !!!. 
~caro~ (Tabla 1). 

Los resultackls de estudios clÚúcos cal factores de crecimiento 

hematopoyético S<lll alentadores y las aplicaciooes potenciales son nunerosas 

(97) (Tabla 2). 

f)l el largo contexto de la defensa del organiSID, esta capacidad puede 

ser vista c<m:> un mayor aval'D3 en ~cina. Por primera vez, los médicos 

pueden regular el catpertaniento de las cElulas sanguí'neas de sus pacientes; 

esta requlaciÓÍl, provee una única forma de tratan.iento que permite increnentos 

generalizados en la defensa del organiSID y tartbién increrrentos específicos en 

el nlitero de relulas efectoras para contrarrestar infecciones y supresi& de 

médüa óSea (98). 

14 



t: 

_.... 1. PllCl'OIUIS DI CllEDIUlllO lmW'Cll'Om'ICD (IGhÍ Y 1111 NICUll DI CllUIM ~. 

ND1'culu 

IL-1-• 

n.-1-• 

IL-2 

IL-3 

IL-4 

n.-s 

Si"""-

lfllMtqqweina-1 

-~ina-2 

llllti-csF 

LocaliuclJin 
c:r-dloica 

2ql4 

2ql4 

4 

Sq 

Factor estilllUldor di 
de célula 11 

5q 

Factor de crecimiento 
de células 11-II 

5q 

fllncidl 

111t.i...i. • w. olluIM 'l' • ~1r u.-a, eei:.i..i. • lu 
clll&lu dll ........ ~ir Clft, .l.nlt.a ntG 
.ntiviral cellllar, llitog6Uco y citoetltico para variu 
ct1ui., ci-taioo pmra c:llYl» t...,.ai.s, •tinul• 
activi.s.d da gr-1acitoa, eatu.ala prolif•rc"" y 
difenncici&I da "'1.W.. 1, activa • c61ul• t y clllllu 
Mldotelialea, ntillll• nlllllarci.S. da 09i.x:lutoa da -· ,_ ....,.._, i..._ fl.ebR, ird&» ~Cnu., 
f- ...,.sa, · adjuvaaticidlid, actividlid anti-t....-al, 
.. t.i...i.. '-tGllOllllli• in viw. 

Eltillula · · cncial.ento ci. cllulu B, co-eatillula 
dif«WnCicil!in ci. cflulu 1 y -itoe, lllitogfnico para 
variu cflulu, activa -.r6f.,.., .. tinllla actividld de 
c&lulall lit y .:tividlid da LM, .:tiva cflulu 'l', "tilllll• 
proliferci&i y difer.>eiacilln da a11ula• 'l', irdlce 
fiebre, lld:)uvanUcidlld, ctividlid 11nti-t1111D&"al. 

Fllctcll" de cncimiento de cflulu -tq>O)'éticu 
nultipotencialH, ntilula allJWIU "'1ulu t-anaa dal 
lina:I• linfoide, llitol)lfnlco para variu c:él\11.u, .. timl• 
activicllld dlt -irlifUca, adjuvE1ticidlld, .. tinll1• 
-tq>oiwsi• ~· 

CO-tillula la prolifaraci6n dlt cflulu B '/ 'l' y de 
lllliltipl" tipca de °'llllu pro¡enitoru -~icu, 
estinula la procb:ci&i de I9(ll e IgE, inhibe algw111a 
ir,_ calularn ci. IMCl:'6f.,.., ntimlla a f~lutoa • 
proob:ir CSh, aitogtrúco para variu cflulu, activ• 
"""'rM"f.19• eatillula actividllcl IMt, in:b:e receptores IqG 
-...celulu a. 

Eatilllla in viw relplestu de .,.tiaierpos, estinula la 
fonMCiá>OiCOI'cniu de -inMllaa in....1!!!l'.2 y allll!llte su 
difererciaci&., etltiln.lla a al lulas T, estil!W.a producción 
de ICJM e IgA, ftlitogénicc para varias c:él\11.as, activa 



IL-6 

IL-7 

IL-8 

~ 

li: WF 

Ifll- IL 

I~-. 

Iffi- l 

Interferon-B2 
Factor estimulador 
de células B II 

Interleucina-7 

Interleucina-8 

Eritropoyetina 

cachectina 
Linfotoxina 

Interferon alfa 

Interferon beta 

Interferon gamna 

7q 

7qll¡q22 

6p23;ql2 

12 

12 

12 

células B de ratón induciendo su proliferación y 
diferenciación. 

Estimula formación de colonias de granulocitos, sinergiza 
con IL-3 para estimular células hemat~yéticas muy 
primitivas (formación de colonias blásticas), activa 
producción de IL-2 por células T y aurrenta citotoxicidad 
de linfocitos T, estimula liberación de proteínas en fase 
aguda por hepatocitos, mitogénico y citostático para 
varias células, estimula la diferenciación de células B, 
activa células T e induce su diferenciaci6n y 
proliferación, adjuvanticidad. 

Mitogénico para varias células, estimula proliferación de 
células B, estimula proliferación de células T. 

Estimula actividad de granulocitos, induce migración 
quimiotáctica de células. 

Estimula a precursores eri troides a proliferar y madurar a 
eritrocitos. 

Induce estado antiviral celular, mitogénico para varias 
células, ci tostático para varias células normales y 
tUJOOrales, activa macrófagos, estimula actividad de 
granulocitos y eosinófilos, estimula proliferación y 
diferenciación de células B, estimula proliferaci6n de 
células T, induce migración quimiotáctica de células, 
activa células endoteliales, estimula resorci6n de 
osteaclastos de hueso, fonna. menDrana, induce fiebre, 
induce proteínas en fase aguda, adjuvanticidad, estimula 
angiogénesis in vivo, actividad antitUJOOral. 

Induce estado anti viral celular, citostático para células 
normales y turorales, estimula actividad de células NK, 
estimula proliferación y diferenciación de células B, 
induce fiebre, actividad anti-turroral. 

Induce estado antiviral celular, citostático para células 
normales y turorales, estimula actividad de células NK, 
estitnula proliferación de células B, induce fiebre, 
actividad anti-tunoral. 

Induce estado antiviral celular, mitogénico para varias 
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células, citostático para células normales y t\.lllOrales, 
activa macrófagos, estimula actividad de células NK, 
estimula actividad lJ\K, estimula proliferación y 
diferenciaci6n de células B y T, estimula la selección 
isotipo de IgG2a, activa células T y endoteliales, induce 
fiebre, induce proteínas en fase aguda, adjuvanticidad, 
actividad anti-t\.lllOral. 

Estimula a'múltiples células progenitoras hematopoyéticas 
a proliferar y formar colonias de células maduras !!!. 
~, activa neutrófilos y rronocitos, rnitogénico para 
varias células, estimula actividad de eosin6filos, 
estimula proliferaci6n de células B, induce migración 
quirniotáctica de células, estimula hematopoyesis in vivo. 

Estimula el crecimiento de colonias granulocíticas, activa 
neutrófilos, rnitogénico de varias células, estimula 
hernatopoyesis in vivo. 

Estimula la formaci6n de colonias de macrófagos (actúa 
sobre células progenitoras humanas), mitogénico para 
varias células, activa macrófagos. 



WIJA 2. l\plicaciones terapéuticas a> los factores de crecimiento 

he!natopoyético. 

Factores 

IL-l 

IL-3 

.Aplicaciones clfnicas 

- Neutrcpmia inducida por quimioterapia. 

- Neutropenia asociada con transplante de médula &.ea 

aut6loga. 

- Neutropenia asociada con leucemia de las células 

velludas. 

- s!ndranes mielodispl&sicos. 

- Neutropenia clínica. 

- Neutropenia idiq>ática. 

- Neutropenia congénita. 

- Neut.ropenia inducida por quimioterapia. 

- Neutropenia asociada con transplante de rrédula &.ea 

autóloga. 

- Neutropenia cr&tica de niños. 
- Terapia de nelanan11 y neuroblastana. 

- Neutrq>enia inducida por quimioterapia. 

- Neutropenia ásociada con transplante de médula &.ea. 
- Sfodra!Es mielodispl&.icos. 

- Anemia aplástica. 

- IA'!ucopenia en (Sí'ndrane de 

Im'llnOdeficierx:ia adquirida) • 

- Progenitores circulantes incrementados para uso en 

transplante en médula autóloga. 

- Tratamiento del cáÍlcer de coloo con 5-fluoracilo 

- Tratamiento de pacientes con fallas en la médula ósea. 

- Anemia asociada con la etapa final de enfenredad 

renal. 

18 



MATBRIAL Y KBTODO 

El material biol&¡ico utilizado en este trabajo consisti6 en ratones de 

la cepa au-zaraqoza, los cuales se usaron cam fuente de macr6fagos 

residentes e indlk::idos de la cavidad peritoneal. Se utilizaron 25 ratones 

aproximadan<!nte de los cuales solo 20 fueron E!l{>leados · debido a pérdida de 

los mismos por nnerte al ser mal inyectados y por cont"11inacioo con 

eritrocitos al manento de la extracci.00 de las células. Cerca de 9 x 105 y 2 x 
la6 células fueron obtenidas de la cavidad peritoneal de los ratones, de las 

cuales el 50\ ~ran macrófagos residentes e inducidos respectivanente. 

Asimism::>, se enplearon dos líneas leucánicas de ratoo; la lfoea transformada 

de tipo macrofágicO WR19M. l (gentiln<mte donada por el Dr. Jay c. Unkeless; 

!t:lunt Sinai School of Medicine, New 'lork, EEUIJ) y la lfuea mielaraiocítica 

WEHI3BO- (gentilnente cklnada por el Dr. Michael Dexter; Paterson Institute far 

Cancer Research Hanchester, Inglaterra). 

El material hlJ'Ml'lO errpleaQ:J consistió en 2 muestras de sangre periférica 

de pacientes con leucemia mieloide aguda (I.MA) , proporcionadas por el 

Hospital de Especialidades "La Raza" (IMSS) y de un paciente con leucemia 

granulocítica cráiica (LGC), la cual fué proporcionada por el Hospital 

General de Mé'xico (SSA). 

Sangre periférica de pacientes con I.MA fué obtenida utilizando jeringas 

hipodé'Imicas heparinizadas con una solucidh de heparina a una cxn::entracidh de 

1000 U/ml (Elkins-Sinn, Inc., ~). Para la obtenci6n de las células 

mcn6nucleares ( leucmi;.cas) , se utiliz6 un gradiente de densidad de 

Ficoll-Histq>aque a una densidad ele 1.077 (Sigma Cllemical catpany, EEUU) 

(100). Para ello 5 ml ele sangre perifé'rica diluida 2:1 con nedio esencial 

núnimo de F.agle (MEM) fué centrifugada a 800 q por 30 minutos; despu€s ele 

transcurrido este periodo de tiE!11pO, la capa de células blancas mononucleares 

~ retirada de la interfase con la ayuda de una pipeta es~ril. Las células 

así obtenidas, fueron lavadas 2 veces para eliminar el eia::eso ele ficoll. 
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Los tipos leucánicos fueron diagoosticados de acuerdo a la clasificación 

de la FAB (French-l\rrerican-British) de LMA. ( 101) (l\p€ndice lJ. 

Para la obtencioo de macrófagos inducidos de la cavidad peritoneal, 3 ml 

de una soluc:iro de caseinato de sodio (Laboratorios Difco, Michigan, EEUU) al 

10\ en soluc:iro amortiguadora de fosfatos (SAF), fué inyectada 

intraperitonealmente en ratones. Después de 4 dÍas, los ratones fueron 

sacrificados por disl<raci6n cervical. Para obtener las células de la cavidad 

peritoneal, 10 ml de SAF se inyectaron y las células fueron recuperadas al 

retirar este RtiSl!O volúnen. Esta cperacioo fué repetida 2 veces mas para 

obtener la máxima cantidad de células posibles. 

En la obtenci&i de macr6fagos residentes de la cavidad peritoneal, los 

ratones fueron sacrificados por di7locaci6n cervical y las células de la 

cavidad son obtenidas al inyectar 10 ml de SAF y recuperar este misno 

volÚten. Esta operación es repetida al menos 5 veces para colectar la máxima 
cantidad de células posibles. 

Con la finalidad de enriquecer la poblacioo macrofágica, las células 

obtenidas fueron incubadas a 37 ºC por l hr, después de transcurrido este 

tienpo las células no adheridas- son retiradas de las cajas de cultivo y 

ÚÍli.canente las células adherentes con rorfología tÍpicarrente macr6fágica 

fueron utilizadas. 

Las células de las líneas WR19M.l y WEHI3BO- , fueron cultivadas en 

suspensioo durante 4 dÍas en ME1'I suplementado con 10\ de suero fetal de bovino 

(SFB: Microlab, Mexico). Estreptanicina (100 ug/!nl), penicilina G ( 100 U/ml) y 

bicaibonato de sodio (3. 7 g/l) fueron adicionados al /oEI antes del cultivo, 

ajustad:> a un pi! de 7. 2 y esterilizado por medio de filtración a través de 

narbranas (Millipore, EEIJU) con di¡f,.,tro de 0.22 micras. Los cultivos 

celulares fueron realizados tanto en platos de cultivo de 35 " 10 11111 

utilizand:> 2.5 " 104 células de wmI311l- (2.5 ml) (Nunclon, Dinamarca) caro en 
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placas de 96 micropozos (250 ul) (Nunclon) utilizando 2,5 x 103 células de 

WR19M.l en presencia de 12 ng/ml de rhIL-1, 1000 U/ml de rhIL-2, 200 U/ml de 

rhGM-CSF y 20 ug/ml de rhG-CSF (gentilll'ente donados al laboratorio por David 

L. Urdal, :rmnunex Corporation, 5eattle, EEUU). 

Por otra parte, las células ITlXlCXlucleares provenientes de sangre 

periférica de i:w. se cultivaron en suspensioo en RPMI 1640 (Sigma Oiemical) 

suplenentaoo con 2nfo! de L-glutamina (Sigma Chemical) y 10\ de SFB, en 

presencia de 0.8 ng/ml de rhIL-1 durante 4 dÍas. 

Finalmente, los rnacrófagos residentes e inducidos de la cavidad 

peritoneal de ratón, se cultivaron en suspensiát de 4 a 6 ciCas y en cultivo en 

bicapa de agár por espacio de 7 clÍas (102,103). Para los cultivos en agiír se 

utilizó agár (Bacto agár, laboratorios Difco) y MJ:M suplenentado con 10\ de 

SUero de caballo (SC: Lab, de Dif. Cel. y e.fue., !t?xlco) y MEM a una doble 

concentración durante 7 dÍas, El cultivo en suspensi6n se realizó en 

micropozos de 96 (250 ul) (Nunclon) y el minero de células sarbradas vari6 

de acuerdo a la cantidad de células extrafdas de la cavidad peritoneal. Los 

cultivos en bicapa de agár se realizaron en pozos de 24 (0.75 ml) (Costar, 

Mark II, EEUU) y el noínero inicial celular fué de l x 10 5 células/pozo de 

rnacrófagos residentes e inducioos, en presencia de 2 ng/ml de rhM-CSF, 1000 

U/ml de rhIL-2 y 2000 U/ml de rhirn-1. 

Todas los cultivos celulares fueron realizados en una atmósfera al 10% 

de C02 a 37 •e y con una h<m?dad relativa del 95% en incubadora (Forma 

SCientífic, EEUU). Todos los sueros utilizados en los cultivos fueron 

inactivados a 56°C durante 30 minutos previamente a su uso. tos cultivos se 

realizaron por duplicado en ensayos independientes. 

En los cultivos en bicapa de agár / la proliferación celular fué evaluada 

a las 7 dí'as de cultivo por conteo de las colonias formadas. Se consideró 

cao:> una colonia a aquel grupo fo:rmado por mas de 20 c"lulas. Las colooias 

fueron evaluadas con la ayuda de un hem:lcitánetro (Clay Ad<rns, EEUU) y un 

microscq>io invertido (l'<nerican q>tical, EEUU). 

Para los cultivos t:?n suspensión, las células fueron remJVidas de los 

platos de cultivo por medio de pipeteo y centrifugadas a 500 g/10 minutos. Las 

~lulas obtenidas se contaron utilizaoo un herocitéinetro (Clay l\d<rns) y un 
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microscq>io ~sto (carl 1.eiss, Alemania). La viabilidad celular <• de 

ncrtalidad) se determinó por el né'todo de exclusión de azÚl trip.ano (Sigma 

Olanical). 

La diferenciación celular fué evaluada por medio de 3 rrétodos: l) 

detei:minacién de receptores Fe, 2) fagocitosis de part{culas de látex y 3) 

secrecioo de lisozima. 

l) Detenninación de receptores Fe 

Los receptores Fe fueron evaluados mediante la téénica de formación de 

rosetas (FA) (104). Para ello IgG de conejo dirigida contra eritrocitos de 

carnero (Laboratorios COrdis, Miami Florida, EEUU), fué dilUÍdo 1:1600 en SAF 

e incubado con eritrocitos de carnero a 37 ºC durante 30 minutos. Los 

eritrocitos recubiertos con anticuerpo ·(EA) fueron lavados 3 veces en SAF para 

eliminar el exceso de IgG. Finamente el El\ fue resuspendido en 2 ml de SAF. 

Para la evaluacioo de receptores Fe tanto las células leucémi.cas hlJlWlaS, 

as~ caro las ci>lulas leucémi.cas ·de ratón WRl9M. l y WEllI3BÓ se colocaron en 

presencia ele 100 ul de FA por cada ml ele muestra enpleada. PosteriorllEllte se 

centrifugaron a 500 g durante 10 minutos y se incubaron en botóh a 37 ° C 

durante 30 minutos. Por últimJ el botlín celular fué cuidadosalrente 

resuspendido y el porcentaje de rosetas evaluado mediante la ayuda de un 

hernocitáretro (llmerican ~tical, EEUU). 

Se ccnsideró caro una roseta a aquella célula en la que se encontraban 

más de 2 eritrocitos adheridos a su superficie: una roseta débil aquella con 

2-5 eritrocitos y una roseta fuerte aquella con mís de 5 eritrocitos, 

evaluáÍtdose el total caro la Sl.IM de débiles y fuertes. tas rosetas se 

cuantificaron con la ayuda ele un hemx:itánetro (Clay Adams) y un microscopio 

CQ!\lUl!sto (carl 1.eiss). 

2) Fagocitosis de partículas ele lá'tex 
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Para la evaluaciái de fagocitosis (105), se utilizarai partículas de 

U:tex can WI diá!tro de 0.460 u (Sic;JM Chenicall. Se lavaron 3 veces en SAF y 

fuerai resuspendidas en MEM a una densidad de 5 x 108 partÍculas/ml: Tanto las 

oolulas de lllU9M. l cano de lmlIJIE- fueron illC\ioadas cllrante 60 minutos a 37°C 

can 100 u1 de lateJl/rnl de células dilUÍdas. Posteriomente, las células fueron 

lavadas y resuspendidas en MEM, Finalmente, de la suspensi6n obtenida a una 

densidad de 1 x 106 células/ml, se realiz6 ... Cytospin (Shandon Swthem, 

mJU) a 500 <J rurante 5 minutos. Las preparaciooes fueron fijadas en llEtanol 

<llrante 3 minutos y teñidas can Giemsa (Sic;JM Oenical) a una ccn:entracioo 

del 20t <llrante 20 minutos. Se ooosider6 que una célula había fagocitado, 

CUlllldo presentaba ms de 2 partículas de látex en su interior, el caiteo se 

realizó en un m.icroacq>io de fase (7.eiss, M!xico). 

Para la evaluaciái de secreciái de lisozima se utiliz6 el nedio 

condiciaiado (ICl prodooioo cllrante 4 dÍas de cultivo por las células de 

lllU!lM. l y lifJfIJIE - • La secrecioo de lisozima fué evaluada por el métoci:> 

espect:rofol:allétrico (106) (llpendice 2 )¡ para ello se utilizarai 2. 5 ml de una 

soluciái de Micrococcus lysodeikticus (Si- Oenical) en presencia de 0.1 ml 

de l'C de cada línea celular, se llEzclaron y se evalu6 el decremento de la 

al:alrbancia por WI intervalo de l a 3 minutos en un espectrofotánetro ( SP 

8-100 llltraviolet ~. Pye thican, EEW) a una longitud de ooda 

de 450 ra. 
Para cuantificar la cantidad de lisozima presente en cada uno de los !Cs, 

loa valOEeS fuerai emparados cai los d>ten.idos en una curva patrái en donde 

se utilizaron diferentes concentraciooes (de o.s a 20 uq/ml) de una solucifu 

patr&i de Liaozima de alblmúna de huevo de gallina (Merck, Alemania) ajustada 

por regresiái potencial (107) (~ce 3). 
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RBSDLTADOS 

Es cxnx:ido que en la proliferación y diferenciación de las ce"l.ulas 

mieloides participan diversos factores cxnx:icbl caao factores estialla<ixes 

de colonias o CSFs. Aecient:sm!l'lte, ha sicb descrita otra serie de factores 

caxx:idos cano interleucinas1 dentro de las que se incluyen la l, 2, J, 4, 

S, 6, 7 y 8, que t.lllt>ién participan de manera iq>ortante en la regulación de 

la mielcpoiesis ( 81 l • l\SimiSllD segun avanzan las investigaciones en esta área, 
nuevas interleucinas van siendo descritas de tal forma que se ha lleqadt:> a la 

minero nueve y es prtlbable que en corto tienpo se tengan varias decenas. Eh m 
inicio, las interleucinas fueron descritas en relación a una sola función auy 

específica, recienteuente se ha ercontracb que participan o copartici.pan en 

otras más. Eh los resulta&s que a cootinuaciát se analizan, se presentan 

justaaente nUl!'llas propiedades asociadas a las interleucinas 1 y 2. Debicb a 

que existe una gran heterogeneidad en la forma cam:> se designan t:ocbi estos 

factores, a lo largo de este trabajo utiliZill!IOS una nanenclatura que 

actualmente se eiplea y que abarca a tocbs los factores de crecimiento 

hl!llatqioyético (R;Fs). 

9EIO 111 LAS ....... lllCJllM 1 'I' 2 mDiüiAllJD a-.; (daJL-1 B dlllr2) • 

IA l'llL1l9llCJDI 111 aira.AS UllDlllOIS 111 ...... 

La IL-1 fué originalnente descrita ca1D una l!Dlécula pro<b:ida por los 

-=nSfagos (108) que participaba en la inib:ción a la proliferacién de 

linfocitos T, medi- por la IL-2 (109). Sin ad>argo recientemente, estas dos 

DDlkulas han sicb asociadas tanto en la proliferacim cano en la 

diferenciacidn de células mieloides. Ca\ la finalidad de det:enú.nar si las 

interleucinas l y 2 recad>inantes h._ (rhlL-1, rhIL-2) tienen al<)li> 
efecto de incbx:ión a la proliferación en células aieloides, se utilizarai las 

llneas leucéúcas WR19M.l de tipo macrotágico y la tEIIJll>- de tipo 

mielarcnocítico. Para ello, se illCWaron mirante 4 <lías 2.s x 103 ~lulas de 

la WR19M.l y 2.5 x lo4 de la lil!HIJll>- en preeencia de 12 ~/1111 de rhIL-1 y de 
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1000 U/111 de mtL-2. CmD caitr:ol ~tiw • utilizó un cultivo sin 

~ y e<a> oantr:oles positi- 200 U/111. de rhGM-CSF y 20 uqftwl, de 

rhG-csP. Al t<!raina del periodo de incW>aciái la p><>liferacicfn fui! evaluada 

mdiante canteo celulu. 

141 resultactiB ciltenicbl llUl!Str., que la mn.-2 tiene un fuerte efecto de 

inlk:cilit a la proliferaci& m ...,._ l.C- J.eucáaicaa (Tabla 11. DI efecto 

el rúero celular se u.c:r-ita respecto a loa cultivca sin in<b:tores en 

llli>U llneu en cui el cli>le para la Ml!Hlll!D- y ca11i tres veces en la 

llU!lM.l. o:.> era de aperarse, .mas lineas celulares t:Jllllbiln ~tar<:n un 

illpxtante efecto in<b:t<r cai el rtal<SF y cai <hG<Sl". Asial.mm>, es 
illp>rtante ~que la dltL-1 aparte de que"" est.ialla la prolifereci4n 

de estu daa líneu J.eucáicas, resultd ser inhibitoria para la IEII311>-. 

lfB:ft> .. ™ ............ l ' z ISDammlS llW (ltlJlrl y d!JL-2) • 

tA JllllCCDll .. - - R: • all.UIM UUWID>S .. MIQI. 

1.)111 vez encontrad!> que la mn.-2 es ""P'lZ de estiallar la proliferacidh 

de oé'J.ulaa leuoáúcu de tipo llieloide, ae procedió a evaluar la posible 

capcidad de inducciál a la dif<ttenCiacioo lKi>re estas miSlllaB Qflulaa tanto 

par la rhU.-1 ce.> pac la rhtL-2. Para estoe eioperimntce ""' eaplearai las 

111- concentraciones de la11 factor:es recaminantes, así .,.., de loe 

caitr:oles positi..,. cllrante 4 dÍas de cultivo. DI esta ocasiát, para evaluar 

el efecto diferenciad:r de loa diver- factoc'M recaibinantes ae determinó' la 

aparici&. de nicoptons para l't: en la .aibrana de las aflulas. Eata inm:ci& 

fUIS evalUada -nante la tl!lí:nica de n.etaa para FA. La actividad de inlb:cicit 

de NCeptares rt: se vi& fueru.s>te inc~tada CUlndo laa cGl.ulas de llU!lM.l 

y llEHtlll>- se cultivaren en presencia de rhtL-1 (Tabla 2). Para esta 

evaluacicñ ae utilizó el criterio de 11-.- roseta débil cuando se encmtraban 

dleridoa a laa dilulu entre 2 y 5 erib:C>citoa, mientras que n.etas fuertes 

cuando el mhero de erib:C>citoe adheridos era superior a S. Es iqlartante 

....,icnar, que _....., loa valan!s de receptores para rt: m lu oé'J.ulas sin 

inr:b:tot tui variable para la lú.a llU!lM.l en lo9 er111aya1 realizadas, loe 

valons de atoa receptores incb::icm por la rhtL-1 fuera'I my 1™"'6"'°" y 
iu:llo mayores que para el control neqatillO (Tllbla 21. Far otro lado, 

mncionanncs que la Hnea lllllllll>- prnentaba my bajes niveles de receptares 

para ft: en -.:1.a de ~ y que '8ta ~ a cui el '°' en 



'lllllli1a l • l!:!ecto de lo9 faet:cxes de creciaiento i-t:qioyEtico rhU.-1, 

rhU.-2, rtat-csr y rhG-<:SF 8Cbre la proliferacidn celular de 

la linea tr-f~ de tipo -=rotlgico tlU9M.l y de la 

l.C- Jeucmica llie1-lnac!tica Elllll>-. 

~Celular 

• IlllU::tans llU9M. l X 1Q2 tl!Hlllll- X lof 

116 :!: 5 U5 :!: 15 

rhIL-1 123 :!: 1 13 :!: 1 

rhU.-2 290 :!: 29 255 :!: 15 

rhGM-CSP 297 :!: 22 265 :!: 15 

rbG<Sr 285 :!: 10 200 :!: 10 

* (-), Ocntrol sin ~I (rhIL-1), InterJ.eucina-1 recalt>inante 
i-.&1 (rhU.-2), Int:erleucina-2 recalbinante i-..1 (rhGM-CSP), 
Pactar ntilUladcr de colclniAa de ~agoa-gr-1acit:oe 
recali>inante '"-">; (rtlG-CSF), Factor estilailadc>r de colonias de 
gr..WX:it.oa recait>inante "'-">· 
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Tabla 2. Efecto de los factores de crecimiento hematq:ioyético rhIL-1, rhIL-2, rhGM-CSF y rhG-CSF sobre la 

aparición de receptores para Fe por medio de rosetaje de eritrocitos de c""nero cubiertos con 

anticuerpo (EA) en la línea transformada de tipo macrofágico WR19M.l y en la linea leucénica 

mielaronocítica WEHI3BD-. 

Rosetas (%) 

EnSayo No. 1 Ensayo No. 

Linea Inductores • Débiles fuertes Totales D&iles Fuertes Totales 

18 :!: 2 10 :!: 5 28 :!: 2 5 :!: o 5 :!: 1 10 :!: l 

rhIL-1 33 :!: 1 29 :!: 3 63 :!: 3 27 :!: 1 33 :!: 3 61 :!: 2 

WR19M. l rhIL-2 16 :!: 3 7 :!: 2 22 :!: 5 7 :!: 1 3 :!: 1 10 :!: 2 

rhaol-CSF 16 :!: 1 7 :!: 1 23 :!: 1 12 :!: o 2 :!: o 14 :!: o 
rhG-CSF 13 :!: 1 11 :!: 1 23 :!: 1 13 :!: 5 10 :!: 5 22 :!: o 

2 :!: o 1 :!: 1 3 :!: 1 2 :!: 1 o 2 :!: 1 

rhIL-1 20 :!: 4 66 :!: 13 86 :!:.9 26 :!: 4 so :!: 1 76 :!: 5 

WEHI3BD- rhIL-2 o o o o o o 
rhQol-CSF o 1 :!: o 1 :!: o 1 :!: l 1 :!: o 2 :!: 1 

rhG-CSF o o o 1 :!: 1 o 1 :!: 1 

(-), COntrol sin inductores¡ (rhIL-1), Interleucina-1 recarbinante humana; (rhIL-2), Interleucina-2 
recaminante hiinana; (rhIL-2), Interleucina-2 recaminante hi.mana; (rhGM-CSF), Factor estimulador de 
colonias de macr6fagos-granulocitos recanbinante hunano¡ (rhG-cSFJ, Factor estimulador de colonias de 
granulocitos recaminante h\ITlallO. 
Rosetas débiles de 2 a 5 eritocitos de carnero adheridos a la superficie celular¡ rosetas fuertes, más de 5 
eritrocitos de carnero adheridos; rosetas totales, suma de rosetas débiles y fuertes. 



presencia de rhIL-l. Es interesante hacer notar que los factores recait>inantes 

que fueron buenos ird>:tores a la proliferaciái fueron malos in<b:tores a la 

diferenciacioo, al menos de la in<b:ci<ii de receptores para Fe. 

Es oanoci<b que algunos factores ......,.t:tJ(lOylft.icos caa:> loa CSFs tienen que 

estar presentes dlrante tocb el periodo de incb:ciál para que su efecto se 

ll.ew a cabo (110), mientras que otros cxm::i la eritropoyetina (~) solo 

tienen que estar presentes cklrante las etapas iniciales de in<b:cioo. Con la 

finalidad de determinar si la presencia de la rhIL-1 era necesaria rurante 
to<b el perio<b de illClbllci<ii para in<b:ir la apariciál de receptores Fe en 

las células de la lil!Jlt311>-, se cultivaroo nt.ll!VlllEllte 2.5 x 104 de estas 

células dllrante cuatro d!as en presencia de 12 ug/ml de rhIL-l, para 

posteri0tll8\te dividir en dos el cultivo colocando la mitad de las células por 

cuatro d!as mis en ausencia de rhIL-1 y la otra mitad en presencia del factor. 

Nuestros resultados indican que la presencia del factor es necesaria cklrante 

to<b el proceso de incb:ci.00, puesto que en el cultivo en el cual la rhIL-1 

fué eliminada, el pareen taje de receptores para Fe disminuyó fuertomente a 

solo 3' (Tabla ll. Este experirM!nto fué repetido utilizando solo 6 ug/ml de 

rhIL-1, encontrándose el miSlllO tipo de resultado al.lll<p! e<m:> era de esperarse 

una induccioo menor que cuando se utilizaron 12 ug/ml de dicho factor (Tabla 

l). 

ll06UHlllSIUl!9 .. 1" DIUX:IOI ........... - lt: • ............ .. r.A 
c.rmmwm-. 

tila vez que se detenninó que en líneas leuc:éiaicas mieloides la rhII.-1 

era capaz de lncb::ir a la aparicioo de receptores para Fe, se procedió a 

determinar si este mimm factor era capaz de inducir a células normales; para 

ello, se utilizaron 4 x lcP IMCrÓfagoa residentes de la cavidad peritaneal de 

ratón y se cultivaron en presencia de 12 ng/1111 de rhIL-1 clJrante 2 d!as. 

!b!stros resulta<k>S indican, que tad>ihi células normales de tipo maicrofáqic:o 

sai susceptibles de ser inducidas a e>cpresar receptores para Fe por la rhIL-1 

(Tabla 4 l. l'Or otro lado, para determinar la dosis respuesta de este factor en 

dicha incllccicSn se 8'!11t!raron 4 x loS 11111Crófagoa en presencia de o.o, o.ozs, 
o.os, 0.1, 0.2, o.e, o. a, 1.6, l, 6 y 12 ug/ml de este factor rurante 2 d!as 

de cultivo. Los resultados denllestran que dicha incb::ci6n requiere de 

cantidades auy pecfll!ilas del incb:tar. l!ln efecto coo solo 0.2 UIJ/ml se obtuvo 
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Tabla 3. Efecto de la rh!l-1 sobre la aparici6n de receptores para Fe por medio de 

rosetaje de eríttocitos de carnero cubiertos con anticuerpo (EA} en la 

línea leucénica mielaronocítica WEHIJBO-, después de cultivarse durante 4 

dias en presencia de rhU..-1. 

Rosetas (%) 

Ensayo No. l Ensayo No. 2 

Inductores • Débiles Fuertes Totales Débiles' Fuertes Totales 

:!: 2 o 5 :!: 2 2 :t 2 l :to J :t 2 

rhU..-1 21 :!: 3 20 :!: 4 41 :!: l 29 :!: 2 34 :!: 2 62 :!: o 

(-), COntrol sin inductores; (rhi:L-1), Interleucina-1 recanbinante humana. 
Rosetas débiles, de 2 a 5 eritrocitos adheridos a la superficie celular; rosetas 
fuertes, más de 5 eritrocitos adheridos; rosetas totales, suma de rosetas débiles 
y fuertes. 
Las células fueron previruoonte incubadas con 12 ng/ml de rhIL-1 durante 4 dias, 
lavadas y cultivadas nuevruoonte en ausencia (-) y presencia de 6 ng/ml de rhIL-1 para 
el ensayo No. l y con 12 ng/ml para el ensayo No, 2 durante 4 dias. 



'llb1a 4. Efecto de la rhIL-l sobre la aparicioo de receptores para El: peo: 

llll!dio de roaetaje de eritrocitos de carnero cubiertas con 

anticuerpo (FA) en -.rófagos residentes de la cavidad peritaieal 

de rat:di. 

Rosetas (\) 

• Inib:tores Débiles ruertes Totales 

J ;!: l lJ ;!: l 16 ;!: 2.0 

rhIL-1 2 ;!: o 38 ;!: 2 40 ;!: 2.0 

rhIL-2 l ;!: o 11 ;!: o 12 ;!: 1.0 

rhG-CSF 2 ;!: o 11 ;!: l ll ;!: l.O 

rllM-CSF 4 ;!:" 1 18 ;!: l 22 ;!: 1.0 

rhIFN-1 l ;!: O- 19 ;!: 2 20 ;!: 1.0 

rhIL-l+rNl<SF J ;!: 2 24 ;!: 1 27 ;!: 3.0 

• (-), Control sin inWctores1 (rhIL-111 Interl.eucina-1 recad>inante lna5na1 
(rhIL-2), Interlell::ina-2 rec:ait>inante lnlllana1 (rhG-CSF), Factor estiJmlador 
de colonias de granulocitoa rec:ait>inante humano1 (rllM-CSF), Factor 
estÍJllllador de colonias de ms:rófagos recaii>inante lnnano1 (rhlftl-l' ) , 
Int:erferai ~ ....,...,J.nante hinano. 
Se .....mraron 4 x loS células en presencia de 12 lllJ/ml de rhIL-1. 
Roaetaa débiles, de 2 a 5 eritrocitos adheridos a la llllpl!l"ficie celular1 
>:metas fuertes mas de 5 eritrocito& ach!ridos1 rosetas totales, !1111111 de 
roaetas débiles ... fuertes. 
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un 50\ más de receptores para Fe que en el cultivo sin inductor (Figura l). 

Por otro lado, la curva dosis-respuesta nos muestra que con solo o.a ug/ml de 

rhIL-1 era suficiente para lleqar a un máx.im:> de inducciát, pues es justamente 

a esta ca>eentraciál del factor que se llega a obtener un 35\ de receptores 

para Fe en este tipo de células macrofágicas ( 111) • 

~ 11! LA mIL-1 111 LA noa:IOI IE ICiU!P1\I@ PARA 1'C 111 alLll'M 

LlllDllICAS -· 

tb:> de los pri~ipales problemas i¡t'AA enfrenta un paciente con tma 

leucenia, es el gran riesgo de sufrir un proceso infeccioso (8). Si tanaroos 

en cuenta que la leucemia afecta directmente a las células encargadas de la 

defensa del organiS11D contra cueipOS extraños, resulta evidente que el 

paciente se encuentra más expuesto a los efectos nocivos de agentes pa~. 

&l la terapia· clásica de este tipo de enfermedades se sllUÍnistra a los 

pacientes drogas citot6xicas que tienen la funciál de eliminar a células 

malignas, pero que sinultáheanente eliminan a las norm3les, all'!Entando de esta 

forma el riesgo de infeccioo de dichos pacientes. cano se ha demostrado a lo 

largo de este trabajo, la mIL-1 tiene la propiedad de inducir a células 

leucénicas de ratoo a e><presar receptores para Fe, por lo que sería de gran 

interés el evaluar si este miS11D factor es tani>ién capaz de inducir a células 

leucénicas h\IDallas. Si tanamos en cuenta que la defensa contra organiom:is 

pató:jenos que afectan a pacientes leucémicos catdenza por el reconocimiento de 

éstos por receptores Fe de nerbrana, un all'!Ento que pudiera ser inducido por 

la IL-1 resultaría de grandes ventajas. 

Para evaluar el posible efecto inductor a la expresioo de receptores Fe 

en células leucánicas de origen hunano se tanaran tres nuestras de sangre 

periférica¡ dos de pacientes con leucemia mieloide aguda (U!A) tipo M2 y una 

de un paciente can leucemia granulocÍtica crOOica (UlC). El minero de células 

seat>radas dependió del t.naño de la nuestra obtenida, de tal forma que se 

pudieran sent>rar 6.2 x 105 células en el experimento con la leucemia tipo u;c, 

mientras que solo 5 x los y 4 x 105 células para la i:&. Las distintas ce"lulas 

fuel'Q'l incubadas <llrante 4 dÍas en ausencia y presencia de O. 8 ug/ml de 

rhlL-1. Esta dosis de rhIL-1, fué tallada de acuerdo a la dosis de saturación 

obtenida Wrante el experimento de dosis-respuesta para la inducción de 
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ti9ra l. CUrva d:lsis-respuesta de la caicentraci6n de rhIL-1 

sobre la aparici<il de receptores para Fe en 

moe~agos residentes de la cavidad peritooeal de 

ratón. 

• 

o 0.1 0.2 0.4 O.B l.B J 6 

rhIL-1 (ng/81) 

(rhIL-1), Interl.eucina-1 recait>inante hllMna. 

se sali>raron 4 x ios lllllCrÓfagos residentes de la cavidad 

peritcneal de ratón er. presencia de diferentes ca.:entraciooes de 

rhIL-1 Wl'ante 2 dias. 
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receptores para Fe en macr6fagos de este trabajo. cam un experimento 

adicional, en los ensayos con las células de U1A se agreq6 un cultivo con 20 

U/ml rhirn- 'i (del inglés, recad>inant hllMn interferon-qemna. La razón de 

utilizar rhirn-y radica en el hecho de que se ha descrito cano un inductor de 

receptores para Fe ironarérico (112) y por tanto, se esperaba que funcionara 

cano un control positivo del experimento. Nuestros resultados indican que las 

células leucéni.cas hllnOllaS presentaban un muy bajo n\lrero de receptores para 

Fe y que awique hubo un alm!nto de este niRero cuando las células se 

cultivaron en presencia de rhIL-l, éste fué "'lY pequeño (Tabla 5). 

l!l!ID'O 1Z IM DlllllUICllWI l Y 2 l8XlllillNIDIS lll8llN (dlllrl B dlllr2) 8' 

LA DDrClQI m: nox:nttiIS Y &llCIB:lm IZ LISllUlll. • auaM 1.-rDS IE 

lllftll. 

De las dos líneas leucéni.cas Blt'leadas a lo largo de este trabajo, la 

WEllI3BD-resultó ser la más afectada por la rhIL-l. En efecto, cuando se evaluó 

el efecto de este factor sobre la proliferaci6n celular (Tabla l), se dltuvo 

una muy inportante inhibici6n. caro la inhibición a la proliferaci6n está 

normalmente asociada a un alm!nto en la diferenciación celular, consideranos 

que posiblE!1Ente este hecho refleje que la rhIL-l sea un factor capaz de 

inducir prq>iedades de diferenciaci6n en estas células. Este hecho se confirmó 

en parte debioo a que las células de la. WEllI3BD - resultaron ser extremadalrente 

inducibles a expresar receptores para Fe, dlservándose una casi total ausencia 

de estos receptores en los controles sin inductores y valores cercanos al 90% 

cuan<k> eran estinuladas con rhIL-1 (Tabla 2). Puesto que la expresión de 

receptores para Fe en una célula mieloide trae cano consecuencia el permitir a 

la célula participar en la int'llllOfagocitosis, se creyó conveniente el evaluar 

si tiri>ién la rhIL-l podÍa incb::ir a la célula mieloide a participar en los 

procesos de faqocitosis inespecrfica. se ha ~robado, que tanto los 

qranulocitos cano los macr6fagos pueden fagocitar a través de sus receptores 

imainoespecíficos cano la Fe y la CJ (113,114,115), pero que tad>ién pueden 

fagocitar inespecÍficanente. Esta fagocitosis inespecl'.fica le confiere a la 

célula mieloide la capacidad de ser la prilllera línea de defensa para eliminar 

cuerpos extraños, antes ele la participación de los proceso6 ill!llllDespec{ficos 

tardíos, garantizando de esta moriera la integridad del orqanisrro. 

C.on la finalidad de evaluar si la rhIL-l era capaz de incllcir aparte de 

ll 



'!llb1a s. Deteminacioo de la aparici6n de receptores para Fe por nelio de 

rosetaje de eritrocitos de carnero cubiertos con anticuerpo (FA) 

en las células bla'.sticas de sangre periférica de dos pacientes 

con Leucenia Mieloide l\gUda (UVI) ·del tipo M2 y en wi paciente 

con Leucenia Granula::Ítica Crárica (WC). 

Rosetas (1) 

M.lestra IndlX:tores • Débiles ruertes Totales 

No.l 2.4 :!: 1.0 1.1 :!: 0.2 3.5 :!: 1.2 

Ulll rhIL-1 3.4 :!: 1.1 2.7 :!: 0.4 6.2 :!: 1.5 

M2 rhIEN-Y 1.1 :!: 0.7 1.8 :!: 0.9 2.9 :!: 0.2 

No.2 o o o 

IM rhIL-1 1.1 :!: 0.1 0.2 :!: o 1.3 :!: 0.1 

M2 rhim-Y 0.4 :!: 0.1 0.2 :!: 0.2 0.6 :!: 0.3 

wc o.s :!: o.s o.s :!: o.s o.s :!: o 

rhIL-1 2.e :!: o.e 1.3 :!: o.3 3.5 :!: o.s 

• (-), Control sin inductores; (rhIL-1), Interleucina-1 recatbinante hllllanil; 
(rhIHH' ) , Interferon gamna recarbinante hunano. 
lt.Jestra ·No. l: se SE!lbrarcn 5 x 10 5 células/pozo de 1 m1 en RPMI 1640 al 10\ 

de SUero Fetal de Bollino ( SFB) • 
lllestra No.2: se SE!lbrarcn 4 x 105 células/pozo de 1 m1 en RPMI 1640 al 101 

de SFB. 
LCG: se sent>raroo 6.2 x 105 células/pozo de 1 m1 en RPMI 1640 al 

10\ de SFB. 
Para todas las mestras se utilizaroo o. 75 ng/ml de rhIL-1 y 20 U/ml de 
rhIFll-'Y. 
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la fagocitosis específica a través del- receptor Fe, la fagocitosis 

inespecÍfica, en este trabajo se determinó la capacidad de fagocitar 

partículas de látex, utilizándose para ello la línea celular WEJIIJlll - que caro 
se ha denl:>strado en este trabajo, es Wla línea muy sensible a la acción 

diferenciadora de la rhIL-1. Se sent>raron 2.5 x 104 células las cuales se 

cultivaron en presencia de 12 ng/ml de IL-1 dlrante 4 dÍas. cano caltrol 

positivo se enplearon 20 ug/ml de rhG-CSF, y can:> caltrol negativo un cultivo 

sin inductores. cano puede observarse (Tabla 6) la rhIL-1 estimuló 

inportant:emente la actividad fagocítica de esta línea leucénica. 

Una vez que pudimos detenninar que la rhIL-1 era capaz de inducir tanto 

la expresiOO de receptores para Fe ascx:iada a la fagocitosis específica, catD 

la inespecífica, procedirros a evaluar si tatbién poseía la capacidad de 

inducir otro tipo de pre.piedad diferenciadora en células mieloides. Para ello 

se determinó si era capaz de inducir la secreci6n de lisozima. La producción 

de este tipo de enzima juega un papel nruy inportante en los rrecanisros de 

defensa contra organisros extraños, pues contribuye a digerir las paredes de 

ITllChos tipos de bacterias (ll6). Para ello utilizarros el iredio condicionado de 

los cultivos celulares tanto en ausencia caro en presencia de 12 ng/ml de 

rhIL-1. Se mplearon t'9!bién 2.5 x 104 ce"lulas leucémicas durante 4 dÍas, así 

caro 200 U/ml de rhQH:SF, 20 ug/ml de rhG-CSF y 1000 U/ml de rhIL-2. cano las 

· células de la WEJIIJBD- resultaron ser no inducibles ·por la rhIL-1 para la 

secreción de lisozima (Tabla 7), enplearros t..mién células de la WR19M.l para 

determinar si esta ausencia de inducción era de carácter más general. Nuestros 

resultados indican que ninguno de los tipos celulares mpleados secretaron al 

medio de cultivo lisozima al ser cultivados en presencia de rhIL-1 y de los 

otros factores recarbinantes (Tabla 7). 

~ DB LA :rhIL-2 SCBIB LA l'llCLI1llR1IC1 m ~ RISDBm!S E 

DIU:IDOS m LA CAVJDN> PllR1'ftlBAL m: IUlllOI. 

Con la finalidad de determinar si el efecto proliferador de la rhIL-2 

observado en las líneas WR19M. l y wtl!Illl>- es l!JIClusivo de células 

transformadas de origen nrurino o tamioo se presenta en células ncmnal.es 

pertenecientes al millllO linz.je m:inocítico, se utilizarat células normales de 

origen lftlrino caro lo sen los macrófagos residentes e incbcidos de la cavi<hd 

peritcreal y se cultivaron en suspensi6n cilrante 4 dÍas. Para ello se 
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ftb1a 6. Efecto de los factores de crecimiento hematcpoyético rhtL-l, rhIL-2, rllGl-CSF y rhG-<:SF sabre la 

fagocitosis de partículas de látex en la línea lel.ICISnica mielanonocítica WEH13BD-. 

Fagcc:itosis (\) 

Ensayo No. l Ensayo No. 2 

Inductores • Menos de S Más de 5 Total Menos de 5 M.!s de 5 Total 

- o.5 ± o.s 6 ± l 6.5 :!: 0,5 o.s :!: o.s 2.0 :!: o 2.s :!: o.s 

rhIL-l l :!: l 21.S :!: l 23 ± 3 7.9±0.7 15.6 ± 4.l 23.4 :!: 3.4 

rhG<SF l.5 :!: o.s 18 :!: l 19.5 :!: 0.5 3 :!: o.s 7' :!: l 10 :!: l.5 

• (-), Control sin inductores; (rhIL-l), Interleucina-l recaminante h\IMl\a; (rhIL-2), Interleucina-2 
recait>inante hllMllil1 lrhGl-CSF), Factor estimulador de colonias de traerófagos-granulocitos recatbinante 
hl&MllOI (rhG-CSF), Factor estinulador de colonias de granulocitos recaiOinante hl.l11all0. 
Lll escala de fagocitosis fué la siguiente: rrenos de 5 partículas de látex ingeridas, más de 5 part!culas 
ingeridas y total, rreoos de 5 y iMs de 5 partículas de látex. 



7. Efecto de los factores de crecimiento haratopoyético rhIL-1, 

rhn.-2, rhGl-CSF y rhG-CSF sd:lre la secreción de lisozima en la 

línea transformada de tipo macrofágico WR19M. l y en la línea 

leucánica mielarooocítica WEHI3BD-. 

Lisozima (ug) 

WR19M.l WEJII31lD-

Inductores • Ensayo No.l Ensayo No.2 Ensayo No.l Ensayo No.2 

2. 747 2.957 2.032 1.936 

rhn.-1 2.475 2.957 1.915 1,849 

rhn.-2 2.927 2.555 1.941 1.861 

rhGl-CSF 2.500 2.957 1.889 1.826 

rhG-CSF 3,022 2.500 1.918 1.857 

* (-), Control sin inductores; (rhIL-1), Interleucina-1 recad:>inante ht.mana; 
(rhll.-2), Interleucina-2 recaiilinante h....ana1 (rhG!-CSF), Factor 
estimulador de colonias de macrófagos-qranulocitos recarbinante hl>Milo; 
(rhG-CSF), Factor estinulador de colonias de granulocitos recarbinante 
hunano. 
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sed>raron 2. 5 x 103 macrófagos residentes y 1.8 x loJ macr6fagos inducidos de 

la cavidad peritoneal en presencia de 1000 U/lnl de rhIL-2. cato controles 

positivos de este experimento, se utilizaron 2 ng/ml de rhM-csF, el cual es 

conocido cano un factor . de crecimiento para células del linaje 

nr:nocito-roacr6fago en diferentes estadÍos de diferenciaci6n (77 ,87), y 2000 

U/lnl de interferon ( IFN-"t ) , el cual se sabe es capaz de estimular la 

e>q>resiái de receptores para IL-2 en células macrofáí;¡icas (117). Es conocido, 

que llll<:hos de los factores de crecimiento hematqx>yético pueden actuar 

sinergísticamente con otros y aurentar su actividad biológica por encima de 

los valores alcanzados cuando son utilizados solos ( 2, 118) • Para ello se 

utilizaron carbinaciones de rhM-CSF+rhIL-2, rhINF-'I'+ rhIL-2 .así caro de 

rhM-CSF+rhIL-2+rhINF-Y para evaluar el posible efecto sinergístico de estos 

factores en la proliferación de macr6fagos residentes e inducidos de la 

cavidad peritoneal. caoo cootrol neqativo, se utiliz6 un ensayo con t!hicarnente 

nedio de cultivo. Los resultados demuestran que no existe ningun efecto 

evidente de la rhIL-2 ni de ninguno de los demás factores recarbinantes 

enpleados sobre la actividad proliferativa de arrlx>s tipos de células 

macrofágicas (Tabla 8). l\Simism:>, no se observa un efecto sinérgico entre las 

diferentes carbinaciones de factores recarbinantes utilizadas. 

cano el efecto de los factores recatbinantes sobre estas células 

macrofágicas no fué significativo en cultivo en suspensi6h, se utilizó el 

cultivo en bicapa de agár que es un ensayo mas preciso para detectar la 

proliferación celular, ya que una Sola célula con alta capacidad proliferativa 

puede originar una colonia. Para ello se cultivaron l >< los macrófagos 

residentes e inducid:l!! de cavidad peritoneal de rat6n durante 7 dÍas en bicapa 

de agár en presencia de los mism:>s factores recarbinantes a las mismas 

concentraciones y se evaluó la proliferación celular por iredio de la formación 

de colooias. CCJID puede observarse de los resultados obtenidos (Tabla 9), la 

única poblaciái que responde a rhIL-2 (aunque esta respuesta no es muy 

fuerte l es la de macr6fagos inducidos, debido a que en los tres ensayos 

presentados existe un minero caistante de colonias que para este caso es mayor 

que los valores encrotra<k>s en CCXltroles sin inductor, los otros factores 

recarbinantes tanto solos caro caminados no estirrulan la formacioo de 

colatias. En consecuencia se puede decir que la poblacioo macrofágica que más 

responde al estllmilo de la rhIL-2 es la más innadura y que en este caso es la 

de macrófagos inc:ñx:i&:>s, en cooparación con la p001aci6n de macr6fagos 

residentes que es una poblaciéin más diferenciada. llhnás de que el efecto de la 
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8. Efecto de la rh!L-2 sabre la proliferación de macrófagos 

residentes e inducidos de cavidad peri tone al de rat6n en cultivo 

en suspensión. 

NOOero Celular " 104 

* Induc:tores Macr6fagos Residentes Macr6fagos Inducidos 

36 :!: 1 47 :!: 1 

rhM-csF 28 :!: 2 59 :!: 6 

rhn.-2 36 :!: 1 55 :!: 1 

rhIEW-'Y 45 :!: 2 44 :!: 3 

rhM-CSF+rhIL-2 34 :!: 3 62 :!: l 

rhIEW-Y -t-rhIL-2 43 :!: 1 52 :!: l.4 

rhM-CSF->rhlffi-Y ->rh!L-2 42 :!: 2 44 :!: l 

• (-), control sin inductores; (rhM-<:SF), Factor estimula<X>r de colonias de 
macrófagos recari:>inante hunano, (rhIL-2), Interleucina-2 recarbinante 
hlE\alla, (rhIFN-'Yl, Interfercn gamna recait>inante h~. 
Ensa)!O No.l: El nlÍrero inicial de células fué de 2525 x 10 células/pozo 

( 250 ul) para macrófagos residentes y de 1813 x 103 
células/pozo ( 250 ul) para macrófagos induci<X>s en Medio 
Esencial MÍniiro (Mflol) al 10\ de SUero de caballo (SC). La 
evaluación fué realizada a los 4 dÍas de cultivo. 

i;nsa)!O No.2: Para macrófagos residentes el nlÍTero inicial de células fué 
de 691 " 103 células/pozo (250 ul) y para macrófagos 
inducidos de 600 x 103 células/pozo ( 250 u1) en Mlll al 10% 
de se. La evaluacioo fué realizada a los 6 dÍas de cultivo. 

Las concentraciones de los inductores para antios ensa)!Os fueron: 2 ng/ml de 
rhM-<:sF, 1000 U/ml de rh!L-2 y 2000 U/ml de rhIFN-'Y 
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'fllbla 9. 

* Inductores 

rhM-CSF 

rhIL-2 

rhIFN-Y 

rhM-CSF+rhIL-2 

rhIFN-Y+rhIL-2 

Efecto de la rhIL-2 sobre la proliferaci6n de macrófagos ·residentes e 

ind1.1Cidos de cavidad peritoneal de ratón en cultivo en bicapa de agár, 

Núrero de Colonias 

Macrófagos Residentes Macrófagos Inducidos 

Ensayo No.l Ensayo No.2 Ensayo No.l Ensayo No.2 Ensayo No.3 

o o 1 :!: o l :!: l l :!: o 

o o 4 :!: o 3 :!: l 4 :!: l 

o o 5 :!: 2 ª· :!: 2 6 :!: 4 

o o 4 :!: 1 l :!: o 

o l :!: o NO 5 :!: 4 

o 1 :!: o 6 :!: 1 2. :!: 2 1 :!: o 

rhM-cSF+rhIFN-Y +rhIL-2 o o 3 :!: o 5 :!: 4 5 :!: l 

* (-), Control sin indl.ICtores; (rhM-CSF), Factor estimulador de colonias de macrófagos recmbinante 
h\J\\anO; (rhIL-2), Interlel.ICina-2 recarbinante hunana; (rhIFN-y), Interferon gamna recoobinante 
h\11\anO; (NO), Valor no detenninado. 
Se senbraron l x 105 células/pozo (0.75 ml). Se utilizaron 2.5 ng/rnl de rhM-CSF, l~OO U/ml de 
rhIL-2 y 2000 U/ml de rhIFN-Y, La evaluación se realizó a los 7 clías de cultivo. 



rhIL-2 sdJre la proliferaciái celular no es exclusivo ele c6lulas 

transformadas, sino t..Wiln se presenta para ce"l..ulas nonnales. 
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DISCUSIOll 

Se sabe que para un adecuado suministro de células sanguíneas de novo, 

participan ciertos factores hurtorales conocidc:is cano factores de crecimiento 

hematopoyético (HGFs) que regulan fisiol6gicairente el crecimiento, viabilidad 

y diferenciación de las células mieloides hematopoyéticas ( 78, 85). A lo. largo 

de 2 décadas, los HGFs han siOO denaninados de acuerdo a las funciones 

específicas que realizaban¡ así, el factor que afectaba exclusivamente la 

proliferación y diferenciación de macrófagos y granulocitos fué designack> catO 

M'.>I (74); los factores que eran capaces de inducir proliferación y 

diferenciación de células precursoras hematqx;iyéticas en cultivos en rredio 

semi.sólido, fueron llamados CSFs (75, 76, 77, 78) o C5A ( 79). Recientemente, ha 

sido designado un nuevo grupo de factores que no son capaces de inducir la 

formación de colonias por células progenitoras en agár, pero que tienen un 

papel muy inp:>rtante en la regulación de la hematopoyesis. Este nuevo grupo es 

conocido con el narbre de citocinas ( 99), en donde se encuentran las 

interleucinas 1, 2, 3, 4, S, 6, 7, 8 y 9. Dentro de este inroonso grupo de 

HGFs, algunos se han destacado por inducir únicamente la proliferación o la 

diferenciación de las células hematcpoyéticas, mientras que otros han rrostracb 

la capacidad de inducir anbas actividades. 

El grupo de los CSFs está caracterizado por 5 m::>léculas que son: 

Interleucina-3 (IL-3), que participa en estadios iniciales del desarrollo 

hematcpoyético (11); factor estimulador de colonias de rnacr6fagos-granulocitos 

(Gl-CSF), que actúa en etapas intemedias (12); factor estimulador de colonias 

de granulocitos (G-CSF) (13) y factor estimulador de colonias de macrófagos 

(M-CSF) (90), que actúan a etapas de diferenciación terminal y eritropoyetina 

(EPo) (14) que controla la proliferación y diferenciación de eritrocitos, 

negacaricx:::itos y progenitores de macrófagos-granulcx::itos, y para algunas 

células tallo pluripotentes: sienOO su acci6n descrita solo en el sistema 

hematcpoyético. Recientemente ha siOO nr::>strado que interlet.X:inas involucradas 

en la regulación linfoide, son tait>ién activas scbre células mieloides 

(28,29). 

La IL-1, una glucoproteína de 17000 daltones, es principalmente producida 

por los macrÓfagos en respuesta a una infección ( 30) , pero es tant>ién 

sintetizada por los tejidos epitelial, epidennal y vascular (60). Filé 
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primeramente descrita cano un factor :inpJrtante en regular respuestas tanto 

irmmológicas cano inflamatorias (31,32), y cano un inp>rtante participante 

pero de manera indirecta, en la proliferación de células progenitoras 

tait>ranas al estimular su entrada al ciclo celular (119). ~· su acción 

es sinergística con más CSE's y podría por lo tanto, tener algunas aplicaciones 

terapéuticas en asociación con el Gl~SF o el G-CSF (120). 

Por otra parte, la IL-2 es una glucoproteína de peso molecular de 

aproximadamente 15-17000 daltones (29) que prirneranente fUé descrita caio un 

factor de crecimiento de células T ( 2) y cano regulador de ciertas respuestas 

imamológicas ~ (3). l\sirnisrro, se ha visto que existen varias 

subpoblaciones que responden a IL-2 tales cano: 1) células T en reposo y 

activadas (121,122), 2) células asesinas naturales (NK) (123,124), 3) células 

B activadas (125,126) y 4) clooes derivados de líneas celulares dependientes 

de IL-3 (127,128). Fecientenente se ha demostrado, que la IL-2 es capaz de 

interactuar con células no pertenecientes al linaje linfoide, ya que puede 

influir en la proliferación y diferenciacioo de precursores mieloides. Prueba 

de ello, es la inducción de la proliferación en precursores de macrófagos de 

médula ósea de ratoo (29). 

La disposición de grandes cantidades de los llGFs recarbinantes puros 

tanto de ratón caro de hiinano y el aislamiento de líneas celulares, hacen 
posible el estudio ~ de la interacción de estos factores scbre células 

mieloicles haootopoyéticas. 

Día con d.ía, nuevas actividades biológicas y aplicaciones terapéuticas 

para los diferentes llGFs van siendo descubiertas. Algunos llGFs muy 

recientenente, han sido considerados para el soporte y cuidado de 

mielosupresión en pacientes con leucenia mieloide aguda (U1A) ( 129 )¡ sin 

etbargo, el papel de los HGE's y su producción por células leucánicas hunanas 

en el proceso de transfotmación pennanece incierto. Por lo tanto, estudios 

suficientes S<X>re los efectos de los l!GFs S<X>re células blásticas leucánícas 

son necesitaOOs para que estos factores puedan ser usados clínicamente en 

pacientes con U1A. 

El uso de a:;Fs hace posible el entendimiento del ciclo de factores 

nW.tiples o individuales ~ e ~ en las ce"lulas bl;fsticas 

leucémicas ( 130) • 

Debido a la dificultad de mantener en cultivo ~ células leucánicas 

h\>llallas de IW\, y a la necesidad de determinar el efecto de los llGFs sobre el 

caiportamiento biológico de éstas células malignas; en este trabajo, se 
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evaluó el efecto que tiene la rhIL-1 y la rhIL-2 en la proliferacioo y 

diferenciación de 2 líneas celulares de ratón con crecimiento aut6natD• la 

línea transformada de tipo macr6fagico WR19M. l y la línea l.i>ucÉmi.ca 

mielarcinocítica IEII311l-. 

U>s resultados obtenidos daruestran, que la rhIL-1 tiene un fuerte efecto 

en la inducción de la diferenciaciái específica en WR19M.l, en IEII311l- , en 

macrófagos residentes ele la cavidad peritoneal ele rat6n, y llllY ligerarrente en 

dos pacientes coo LHI\ del tipo M2 y en un paciente con leucemia granulocítica 

crónica (I.a::), debido a que estinalla la aparici6n ele receptores para Fe. 

Adern.ís, induce la diferenciación inespecífica ele la línea WE21I3BD-, ya que 

increrrenta la fagocitosis de partículas de látex, presenta un efecto 

inhibitorio en la proliferación de esta misma línea y no muestra efecto sabre 

la secrecioo ele lisozima por parte ele armas líneas celulares. En estos 

resultados, se observa que el efecto de la rhIL-1 podría ser e:ic::lusiva ele 

células del linaje ioonocito-macrófago sin afectar ele manera inp:lrtante a 

células del linaje granuloci'.tico, caro es el caso de los pacientes con LHI\ 

tipo M2 y I.a::. Estos resultados son interesantes, debido a que aun no ha sido 

descrito el efecto ele la rhIL-1 en la inducción de receptores para Fe y en la 

fagocitosis inespecífica en células leucénicas. Evidentemente sería 

inportante determinar si esta interleucina tiene el misrro efecto biol&;¡ico en 

células normales del tipo m:inocito-macrófago, en células del tipo 

granulocítico y en células leucémicas htmmas CQID sería el caso de la LHI\ 

tipo M4 (mielarcinoc:Ítica) y M5 (m:inoci'.tica). 

Recienterente, en WI eicperimento realizado con ratones a los que se les 

suni.nistr6 IL-1 y una dosis letal ele bacterias, se observó que los ratones 

inyectados con IL-1 eran ~s resistentes a la infecci6n bacteriana que 

aquellos que fueron utilizados caro control y que lll)rían por septicemia (131). 

De los resultados presentados en el presente trabajo, se podri'.a coojeturar 

que esta resistencia posiblenente sea CQlSl!CUE!ncia del enome incremento ele 

receptores para Fe y del incremento en la actividad fagoci'.tica que produce la 

rhIL-1. considera11DS que este tipo ele proteccioo reviste de cierta 

.inportancia ya que la rhIL-1 podría tener algW!a utilidad clínica, sabre todo 

en pacientes susc:eptibles ele infecciones bacterianas o virales. 

En estos resultados tarrbién se obaenó que la rhIL-1 es inhibitoria de la 

proliferaci6n de las célnlas leucánicas de ratá> analizadas. De catprobarse 

este mienD efecto sabre células leucáni.cas hllllllllU, .podría evidenterente tener 

interés clínico en el tratamiento ele LHll. l'or otro lado tam>iéh enccntrlllDS 
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qui; la rhn.-1 tiene un poderoso efecto diferenciador sobre células leucánicas, 

debic:b a que este factor no solo estimula la fagocitosis inespec!fica 

(fagocitosis de partículas de látex), sino t...t>ién la fagocitosis específica 

(inlb:ción de receptores para Fe). En consecuencia la rhll.-l no únicanente 

tendría la propiedad de detener la proliferación de células leuc:émicas, sino 

t...t>ién la de diferenciarlas funcional!rente ayudando aun más a la curación del 

paciente. Si tanam:is en cuenta que uno de los principales problemas que este 

tipo de enferm:is enfrentan después de quimioterapia o radiación, es la 

disminución en las defensas imrunoló;¡icas y su prcpensi6n a infecciones 

letales (132), el efecto diferenciador inducido por la rhn.-1 sería de extrema 

utilidad, pues ya que las propias células malignas se encargarían de la 

eliminación de los microorc¡anisroos invasores. 

En lo que respecta al efecto de la rhIL-2 sobre estas líneas 

transformadas, los resultados aquí presentados denuestran que la rhll.-2 

tiene un fuerte efecto proliferador sobre las líneas WR19M. l y WEHIJBD - , sin 

tener ningun efecto en la diferenciaci6n específica en '"'*>as líneas 

leucénicas. Ademol's tant>ién se encontró una ligera inducción en la actividad 

proliferativa por este factor en células macrofágicas normales i1111aduras de la 

cavidad peritoneal de rat6n. Resulta evidente que el estudio del efecto de la 

rhIL-2 en la proliferaci6n de células transformadas caoo de células normales 

en el sistema 1r1JOOCito-m>cr6fago es interesante, debido a que nos permite 

conocer otros rrecanism:>s diferentes a los coocx:iOOs hoy en d.Ía involucrados en 

la regulación de la proliferación ~Ítica-macrofágica, así caoo de explicar 

su posible significado biológico. 

l\ctualJ!l!nte se ha desarrollado un uso clínico para la IL-2 en la 

irmlnoterapia adoptiva ( 133, 134} , ya que se ha visto que puede causar 

regresiái de ti.m:ires netast.Ssicos en algunos pacientes con alguna variedad de 

cSnceres refractarios (135,136,137). Este efecto ha sido deioostrado tanto en 

ratones (138,139) cxm:> en hl.l1lilllOS (140,141) y en diversos tipos de cánceres 

(142). IDs resultados presentados en este trabajo para la rhIL-2, nuestran· 

que hay que tener nu::ho cuidado para la aplicaci6n de este tipo de terapia en 

leucemias, pues carD se nencia1Ó anteriormente este factor es un inductor 

poderoso a la proliferaciá1 de células leucénicas y podría a1111e11tar de manera 

illplrtante, el niñero de células transformadas en lugar de eliminarlas. 

Finalmente, sería :inportante analizar de caiprobarse el efecto proliferador de 

la rhil-2 sobre células del linaje macrofágico, su posible aplicaci6n en 

prcblemas o padecimientos en los cuales un allllE!llto de este tipo de células sea 
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de interés. Estas aplicaciones podrían beneficiar a pacientes con anemias o 

aquellos que han sufrido tratamientos de radio o quimioterapia, en donde se 

presenta wia fuerte eliminaci<Ín de este tipo de células. 

Es int>ortante hacer notar que CatD era de esperarse el factor (rh!L-1) 

que nostró un fuerte efecto en la inducci<Ín de la diferenciaci6n, oo tuvo 

efecto alguno scbre la actividad proliferativa y que aquel que resultó ser 

fuerteroonte proliferador (rhll.-2) oo logró inducir a la diferenciaci6n. 

Final.nl!nte cabe destacar que en este trabajo se describen nuevos efectos 

biolÓgicos para la rbn.-1 y para la rhn.-2 que anteriOrIIEllte oo habían· sido 

descritos para estas dos interleucinas. ()Je estos efectos actúan tanto sd>re 

líneas leuc&rl.cas CatD sd>re células normales macrof&gicas de rat6n. Por 

Últilro tanbiéi se describen interesantes y novedosas alternativas de 

aplicación a nivel clínico. con el transcurso del ti""IJO otros !a's han sido 

descritos y probab.lEl!'ente nu:hos mas sean descubiertos, todos ellos con 

interesantes funciones de regulación celular. Creeros por tanto que es 

int>ortante el continuar con el estudio de todos estos factores para determinar 

sus efectos sct>re la proliferación y diferenciaci6n de diferentes tipos 

celulares y su posible acci6n sinerg!stica con los ya conocidos. Es nuestra 

firne conviccióh que este tipo de investigacianes contribuyen y enriquecen el 

cooocimiento de la requlaciái hematopoyética, dando lugar con ello a la 

posibilidad de nuevas alternativas de cura para los diferentes padecimientos 

hematopoyéticos de los que es v!ctiJM el ser hunano. 
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TIPO DE L!10MIA 

Leucemia mieloblástica 

sin formas de madlraci6n 

Leucemia mielobl.ástica 

con formas de maduraciát 

APB•DICB I 

c:ARN::'l'mISTICAS CU.VE 

mastos 00 granulares. patrát de cranatina Ml 

noolear delicack> cat WlO o m:ts nucleolos, 

citoplasma limitacb. 

células con machlraci6n posterior al estacb 

progranulocítico, las células más antiguas 

tienen abundante citoplasma contienen 

gránulos azurófilos y a nenucb bastcnes de 

Auer. 

M2 

Leucemia progranulocítica células con citoplasma nuy granular, la MJ 

o pranielocítica 

hipergranular 

Leucemia 

mielancoocítica 

l.ellcania 

llDDOCÍtica 

Britroleucania 

( SÚldrale de 

tirv:.:i6n de los granulos varía entre rosa, 

rojo o pÚrpura, camlrm?nte con cuerpos de 

Auer, existen células con nuy poca 

granuiaciát en el citoplasma, un rni:leo 

bilobulado, nultilobulado o reniforme. 

células con mí:leo m:inocitoide y un M4 

citoplasma granulocítico, se encuentran 

m:inocitos en la sangre y en la mo!'o.üa &.ea. 

Las células sen predaninant:emente M5 

l1Dloblastos, en los núcleos se encuentra 

cranatina en fema laxa y IÍno o más 
nucleolos, citoplasna abundante con 

escasos grañulos fiooe de color rosam. 

El so• de las células de la mécllla ósea 
normoblastos o 11E9aloblastos, 
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Di "QJqlielllo) 

Leucenia 

neqacariocítica 

Leucenia 

granulocítica crática 

ocasiaialmente tienen rm::leo at{pico así 

cano t..mién células eritroides 

nucleadas en 

inCranento 

la sangre, 

de 

existe Wl 

mieloblastos 

progranulocíticos y frecuentemente se 

·se convierte en leucemia Ml, H2 o H4. 

Traitiocitosis y trad:x>citq¡enia en sangre M7 

periférica, allll!llto de megacariocitos, 

con citoplasma abundante, incremento en la 

lobulaciái nuclear. 

Expansic!n de la masa total de granulocitos UX: 

mieloblastOB y pranielocitos. Aberración 

crcm:is6nica en el craoosana Filadelfia. 

Sobreprolilccic!n de granulocitOB 

relativamente llla<ilms. 
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APB•DICB II 

La lieozima (~ido N-acetilllllrarroil hidrolasa o muramidasa), causa 

lisis de 111.lChas bacterias gram-positivas por su acciái sd:>re sus paredes 

celulares. cataliza la hidrólisis de enlaces glucosídicos (l-4) del 

cxnpcnente polisacárido del pepti<bglican (nu::opolímero de la pared celular 

bacterial), el cual est& CCJltlOOSto de residws ·de "='ido N-acetilrra!r.!mico y 

resicb:Js de N-acetilglucosamina con enlaces (l-4) y (l-6). 

La acción hidrol{tica de la lisozima da riesgo a atacar unidades de 

disacári<bs de las cadenas péptidas ll~ murq><!pti<bs. 

Esta enzima es de interés particular en el estudio de células 

fagocíticas, ya que una de las prirx:ipales funciones de estas relulas es 

localizar a los tnicroorganiSll"OS en el cueqio del hospedero, para despuo!s 

degradarlo9 y eliminarlos (143). 

La evaluación espectrofotal'étrica es realizada de acuerdo a el nétodo de 

Li~k (106) con wias pequeñas modificaciones. 

a) Reactivos 

l. Solix:iái buffer de fosfatos y potasio de sodio 0.067 M a pH 

6.25 

Stock A: soliz:iái o. 2 M de Kll2POf anhidro 

Stock 81 solix:ión O. 2 M de Na2HP04 anhidro 

Mezclar 80 ml de la solociát stock A O 20 ml de la soliz:iá"o stock B1 

ajustar el pH a 6.25 y diluír la mezcla 1:3 con agua destilada. 
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2. SOluci&n sustrato buffer 

10 nq de Micrococcus lysodeikticua sm suspendidos en 100 ml de la 

soluci&l buffer de fosfatos y potasio de sodio 0.067 M, pll 6.25. La 

abeorbancia de esta suspensitñ a 450 m debe eer entre 0.6 y o. 7. Descartar 

despul!'s de usar. 

J. SOlucicil est:Mdar de Li9ozima 

lb estárdar de lisozima de hue\IO blanco es preparado c<m:> Wl8 solución 

stock de """"""1tración 2 aq/100 ml ( 20 uq/1111) en sol..:i&n buffer de fosfatos .Y 

potaSio de sodio 0.067 M, pll 6.25 y es refriqerada. 

b) l'rocedimiento 

l. La evaluación es realizada a tsiperatura anbiente. 

2. Ajustar la absoi:l>mK'ia a 0.1 en el espe::trofotátetro y ajustar a cero. 

Poner a una lonqitud de onda de 450 m. 
J. Transferir 2.5 ml de solucidh sustrato buffer a la celdilla y adiciooar 

0.1 ml por llUl!Stra del medio condicicnaclo d>tenicb de los cultivos" celulares. 

Mezclar e imlldiatamente leer el camio en la aboorbancia por 1-J minutos. 

e) Cilculo de los datos 

La actividood de lisozima puede ser expresada cano un canbio de 

absorbancia o puede eer converticb al equivalente de. lisozima estándar de la 

referencia obtenida de la preparación de una curva patrón (Tabla l). usando 

esta curva se cbtienen las ooncentraciones de lisozima en las llU!Stras. 

Q1ll ooidad de actividad es definida cano la cantidad de enzima que causa 

un canilio en la absorbacia a 450 1111 de 0.001 en la suspensic!n de Micrococcus 

lysocleikticua en l minuto a pi! 6.25 en 2.6 al de la mezcla reaccionante y paso 

de lw: de l ca. Para convertir el canbio de abeadlancia a unidades de 

lisozima, siq>lem!nte se nnltiplica la absorbancia por 1000. 
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Tabla l. Preparacioo de la curva patrát. 

eoncentraciaies VOltinen de la VOlúaen del 

finales Soluciát stcx:k Buffer 

(119/ml) (20 119/ml) ml (ml) 

2.0 O.l 0.9 

4.0 0.2 O.B 

10.0 0.5 0.5 

15.0 0.75 0.25 

20.0 1.0 o.o 

Ta1laclo de Ref. 106,143. 
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APENDICE III 

OOI'ENCIQi DE LAS CURVAS PATRCll PARA LAS LINFAS liRl!lM. l Y Nl!BIJll) -

o.s 

0.4 

n 
o 0.3 
"' ... 
111 .... 
u e 
111 

.Q 

~ 
" ~ 0.2 

0.1 

o 2 

PARA Ut. llETERMINl'CIQI DE LISOZIMP. 

6 8 10 12 

Lisozima (ug) 
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Para cuantificar la concentración de lisozima secretada al medio 

condicionado por las células de las líneas WR19M. l y WEHI3BD - , los valores 

c:btenidos fueron emparados con los valores de las curvas patrón ajustadas por 

regresi6n potencial por rredio de las siguientes fórmulas: 

) e X b •••••••••• (l) 

puede representar la relaci6n entre X y Y en la muestra. 

Para determinar c y b, tanam:>s logaritno a ambos lados de la ecuaci6n 

( 1) , obteniendo: 

Log Y = Loe c + b Log X •••••••• (2) 

Este resultado es una transfonnaci6n doble logarítmica, porque arreas 

variables se expresan ahora en logaritnos. 

Si haceoos Logc=a 

LogX=U 

LogY=W 

podsoos escribir la ecuación (2) en forma lineal cano sigue: 

W =a+ b U •••••••••••••• (3) 

por lo tanto para hacer los cálculos, prirrero tanam:>s logaritnos a X y a Y y 

después procederos cano en la regresión lineal. 

Para transfonnar nuevarrente la ecuación (3) a la fonna original, tanaioos 

función inversa del logaritmo, entonces: 
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