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RESUMEN _ a J

‘Log:T Axrﬁac‘rrtyil‘aﬁios”y' gfalilll;éiioé so‘n células sanguineas que pﬁrticipan en la rcspue‘sla‘

1nmunc del organismo contra agcn(es patégenos. Su crecimiento y desarrollo a partir:de .
- céluhs prccursoras esh regulado por factores llLlllloralg:s, conocidos como . factores’
' esumuladores de colomas (CSFs).

Enla actualidad se ha postulado la existencia de un precursor bJpotencml comin para -

“macréfagos y granulocitos, concepto originado de la smp]e observacién de colonias-
formadas con ambos. tipos celulares en cultivos semisélidos. Mds recientemente. se -

“identificé al factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), el

‘cual ha demostrado tener actividad proliferativa y diferenciadora sobre esta célula
“bipotencial. Debido a que ha resultado dificil aislar al precursor bipotencial, el
mecanismo mediante el cual el GM-CSF actua sobre esta célula, es poco conocido.

En este trabajo se evalud el efecto del GM-CSF en la proliferacion de células

";;rééursoras de médula dsea, asi como el tipo de célula blanco sobre la cual actda este
factor Los resultados demostraron que tunicamente los precursores de macréfagos
responden tempranamente al efecto proliferador del GM-CSF y que los granuloc1tos :
prohferan tardiamente. Por consiguiente, se aportan evidencias de que el GM- CSF uene -
como blanco exclusivamente a las células precursoras de macréfagos . 7
As1mlsmo se discute la identificacién del GM-CSF como un M-CSF especfﬁoo‘ que ;

--estimula: al: precursor de macréfagos a proliferar y producir un. factor semejante al: G~,,, :

CSF el cual seria el responsable de la proliferacién de precursores granulociticos, con lo .
“que se  pone en duda la existencia de un precursor bipotencial para macrdfagos y
_granulocitos. _ :

Finalmente, se propone un mecanismo alternativo. del  proceso ‘de regulacién en‘la:;
generacién de macréfagos -y granulocnos y de colomas formadas con. ambos. tlpos

celulares‘




INTRODUCCION

La S'mgrc es un tejido constituido por plasma y distintos tipos celulares’ '1grup'1dos en'

dos clases células linfoides (linfocitos By T) 'y células ‘mieloides (e_mrocx_los,‘
’mcg"lcanocuos granulocitos y macrélagos) (3,10). :

a formacion de células sanguineas se realiza a través de un proceso conocido como.
_hgmatopoycsus, el cual se lleva a cabo prmcnpalmente en la médula dsca (4,11), La
médﬂa dsea estd compuesta por células - estromales ~y = células precursoras. . .-
.he;natopoyeums siendo la hemalopoyesxs ciccuva el resullado de. la interaccion -directa,
lentre ambos tlpos celulares (19,-‘. k

'I‘od'ls las células smgumeas maduras se derivan de una poblacidn-de células madre .

'plunpotemes localizadas en ]a médula dsea. Estas células pueden proliferar para producxr

mds células- tallo, o pueden comprometerse y proliferar hacia un linaje determinado

(18,19).- De esta forma, sc mantienc la produccion continua de células sangufneas

: réi;uerida por el organismo, dado que la vida media de la mayoria de las células en la’

~sangre y en los tejidos es muy corta.

Se han desarrollado técnicas para la proliferacidn in virro.de células precursoras de
médula 6sea (32,33). Mediante el cultivo de células mieloides en medios adaptados, se
~ ha registrado la presencia de células madre precursoras comprometidas o especializadas, -
: ‘capaces de originar in virro colonias de macréfagos y granulocitos (34,35,36).
: ‘ 'En la actuahdad se sabe que existen sustancias humorales e mﬂuencm'
mi‘(v;roan)‘bxen'tales celulares locales que regulan la proliferacion de células precursor;

eihhtdpdyéticas localizadas en la médula Gsea. Entre estas sustancias hu\méral

‘encontramo un grupo. de factores de crecimiento conocidos como CSFs' (del mgles“
o]onnytlmulatmg Factor) (37,38). Los factores estlmuladores de colomas son una":

de’ ghcoprotemas -que actdan a concentraciones de nanogramos y pueden semr{



,fac’:tore's 1)1f’1 estimular a.células en diferentes estadios’ de diferencia

emalopoyénca de granulocitos y macréfagos (40.45.46). ‘
fLos cuatro' CSFs conocidos para el linaje micloide de raton y humano son )
"Iht’el_fl,e:plclna-S o multifactor estimulador de colonias (IL-3 o mulll~CSF); b) el faclor;:
_eslimulador de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), el cual tienen una:influencia en la':f
»pr‘d[‘ifera’cién y diferenciacién de células en estadios menos comprometidos; c) el f.acrtoxj‘ :
ié’stiii“nulador de colonias de granulocitos (G-CSF) donde la célula blanco es el granuloci‘to"': ’
y por ultimo d) el factor estimulador de macréfagos (M-CSF) que estimula lé forma’ciéh
:de Tcolonias de macréfagos (69,70,71,72,73,74). En la actualidad, los genes que codlﬁcan
: ara estos factores han sido clonados y expresados tanfo en 51stemas bacterlanos g
evaduras como en células’eucaridticas (75,76). 7 .
: El _G:M-CSF fue uno de los primeros factores de crecimiento hematopoyéticos en ser
es“éri[q,":"puriﬁcado y.molecularmente clonado (77,78). Su nombre deriva de la habilidad
_quét;}‘)osbee, 'para' inducir la proliferacion y diferenciacion de células progenitoras
6ip¢ienciales para formar colonias de granulocitos, macréfagos o mezcla de los dos tipos
':. :celﬁlares (mixta) (83,84). Sin embargo, a pesar de los intentos por caracterizar a las
: gélﬁlas precursoras bipotenciales mediante la utilizacion de técnicas inmunoldgicas y.de

" citometria de flujo, aun no se consigue este propdsito. Asi, una evidencia indirecta de la

existencia de precursores bipotenciales ha sido la formacién de colonias mixtas en
cultivos de médula dsea en presencia de GM-CSF (99,100). o

En trabajos realizados en el laboratorio de diferenciacién celular, no se ha obs'ervadd ) '_ :
en los cultivos de médula dsea, con presencia de GM-CSF como. inductor, la formaéiéh i
de colonias mixtas pero si de colonias de macrdfagos y granulocitos por separado. v
“Hoy en dia, no ha sido posible aislar una célula capaz de diferenciarse a mac:éfa‘go's‘y 2
gfanulocitos. Por lo tanto, el mecanismo mediante el cual el GM-CSF actuia sobre‘véiu"

¢élula blanco para generar ambos tipos celulares es poco conocido.






MARCO TEORICO

- LA MEDULA OSEA COMO ORGANO IIEMATOPOYETICO. J :

La formacién de células sanguineas sc lleva a cabo en los primeros dias de vida

~intrauterina, a través de un proceso conocido como hematopoyesis. Este proceso se inicia

en el tejido mesobldstico extracmbrionario, particularmente en el saco vitelino, y se

mueve posterformente a sitios intraembrionarios; el higado y luego el bazo, para

establecerse finalmente en la médula Gsea, siendo asf, un fenémeno migratorio durante la:~

*_vida embrionaria y fetal (1). ‘
Aunque el bazo continua sicndo drgano hematopoyélico durame la faSe posnatal; exi_s'té

© - una declinacién en dicha actividad,  misma que se- mcremenla en Ia medul

: permanece constante durante-la. mayor parle de-ta’ vxda consmuyendo asu el-principal®

: smo hematopoyético (2).

En el mtenor de un hueso completameme formado, la medula existe como un le_udo; :
conectivo flojo altamente vascularizado y enriquecido celularmente. Estructuralmente,’
: consmte de tres componentes principales: las células hematopoyéticas, que comprenden la

mayona de Ios elementos celulares; un componente estromal o cordon hematopoyeuco

altamente organizado que soporta la proliferacién de las células hemalopoyencas y un}::
sxstema vascular responsable de la salida de los elementos sanguineos de:la zon, {
-.medular (2,3).

Las .células hematopoyéticas son transitorias en la médula, ya que al_ madu

: ;,mueven haCIa el torrente sanguineo. El estroma, sin embargo, permanece: y funcno

’.fcomo base sobre la cual los progenitores sanguineos pueden diferenciarse y,ymadur’a,r La

““hematopoyesis efectiva  es el producto de una interrelacién entre. T; estos ' do
: fcomponentes 4). V
Se considera que los componentes de Ja-médula no presentan una dlsmbucmn espamal :

'sm embargo con el desarrollo de nuevos: métodos de anahsls anatomlco medular ‘S




’folégica mnte “estd en- asocxacnon con una cdula rellcular dlsunta‘for

1dad‘recon001ble (6 1.

Podemos dccnr que la hematopoyesis es un icnomcno que consta dc dos elapas a) la_ :

_-aug renovaqn_on de las células hematopoyéticas mds primitivas (celulas tallo), con lo cual

1an;iéne la- formacién continua de elementos celulares sanguineos. (12); b) . la-

roliferacién y-diferenciacion de las celulas tallo hacia diferentes linajes, .y su maduracién

ompl(:ta para ser liberadas a la circulacién en respuesta a las demandas del cuerpo (13)."

1a ‘médula 6sea es un drgano que posee el microambiente favorable para sostener y- '~

ont’rola'rvla proliferacién de las células sanguineas a lo largo de toda la vida.

PRODUCCION DL CELULAS SANGUINEAS

La sangre ¢s-un. tejido coloidal constituido por plasma y distintos tipos celulares- ="

* (eritrocitos, " linfocitos, - monocitos, granulocitos y plaquetas) . que ' se encuentran

Suﬁpgndidos en el plasma sanguineo. La sangre circula por el sistema vasculiar::.
» ;eaiizando funciones como el transporte de oxigeno y sustancias nutritivas a todos’los
,frt’ejiydos del ‘cuerpo, asi como de los productos de excrecion y de desecho; ademés

‘ _,,,_pai'ticipa en Ja integracion del sistema enddcrino (2,10). k

i LoS eritrocilos son los encargados de transportar la hemoglobina por toddf"'

: cuerpo l]evando asi el oxigeno a todo el organismo. Las plaquetas son corpuscul

er ados de célu]as glgantes denominados megacariocitos, Ios cuales

nenen la pr1nc1pal funcién de coagular la sangre; mientras - que lds Ieticdr_iitos e

encargan de la defensa de nuestro organismo (14,15).
Los leucocitos agrupan cinco tipos celulares: neutréﬁlos eosmoﬁlos, basoﬁlos

_linf001tos y monocitos. Los tres primeros se conocen genencamenle s c»omo::_";
: grahulocitos, poseen  numerosos lisosomas y  vesiculas secretoras o grzinulo's,‘-b

recibiendo su nombre de acuerdo a sus propiedades de tincién. Los neutréfilos .forman



un; patrén estructural especifico (5). En un hueso tubular, cxiste una arteria

te’-que’penetra en fa cavidad de la médula a lo largo del cje central de ésta. Dicha

arferia se ra111iﬁca hacia el hueso, en donde forma estructuras vasculares especializadas
c‘onogldas; como sinusoides. Los sinusoides son los primeros elementos vasculares en ser
ére_dtéé y varios de ecllos pueden combinarse para formar sinusoides colectivos, que se
_d'i'ri:g“e:n hacia el sinusoide o vena central (paralela a la arteria principal). Asi, el ﬂujo
ngumeo parte del centro de la cavidad hacia el hueso periférico y regresa nuevamente al

c ntro s, 6)

}‘I:sle p'xlron de flujo- tiende a presentar un alto nimero de sinusoides en la penfena y o ’. B
"debldo a que el intercambio celular’ mcduh—torrente sanguineo ocurre a través de las
; pareqes de. estos pequeiios vasos sanguineos, la intensidad de 1a hematopoyésis es mdxima
,"lfi"periferia, dejando la parte central del hueso con poca actividad hematopoyética (7).

—iDébido a-ello, la distribucién - espacial de-las células hematopoyéticas muestra  un-

'radlente de concentracmn definido con relacidn al hueso, que va desde la penférla,

; donde sus concentracxones son altas, hacia el centro, donde tales células dlsmmuyen en
numero (6 i

En los mamlferos todaslas células' hematopoyéticas prohferan extravascularmente enel

~compart1mento 0 cordon hematopoyetnco que estd formado dc celulas reUCu[ares Y

acréfag 5, asf como de otros componentes estromales entre. los que se encuentran

blas s, células endoteliales y adipocitos (8,9). Tras su maduracién, las células
: gcnitéfés sangufneas atraviezan Ja pared de los sinusoides vasculares especializados,
.para ast iéntraf al-flujo sanguineo. Las paredes de estos vasos controlan el trifico de

células y molecu]as entre el compartimento hematopoyético y el vascular. (10,11).

'Slempre en el cordén hematopoyético la formacién de células sanguineas estd

vvcompartamenta]lzada. Asi, la eritropoyesis se lleva a cabo en distintas unidades

anatémicas, rodeando un macréfago- central conocido como isla eritrobldstica;” mientras®

‘que - Ja  granulopoyesis se realiza en un foco que, aunque menos apr'e(:iablé



¥ dlglercn baclcrms slendo cstas ccluhs dc :

lg po md numeroso engloban lism

a‘corla:ya que por lo oencral mueren durante cl a(aquc al agente infeccioso (16).

; Por su' parte 105 Imfocxlos Junlo ‘con los macréfagos constituyen bdsicamente el

: 1stem'1 mmune Exnsten dos upos de linfocitos con funciones diferentes: los lmfoc1tos

B ‘,qucfprodllqen antlcuerpos como respuesta ante un.antigeno dando lugar a Ja inmunidad

?11Um(;fal“y los linfocitos T, que son los responsables de la respuesta inmune  celular,

_;actuando medlante una interaccién membrana-membrana al detectar al antigeno. Los
monocnos son los fagocitos mononucleares circulantes que al abandonar la corriente

: _“s‘angtvnnea se transforman en macréfagos, los cuales climinan por fagocitosis a los

:microorganismos invasores, cuerpos extraiios y residuos celulares (16,17).

: Todas las células sanguineas que circulan en la sangre periférica son producidas en la

"médula ésea, en donde la mayoria de las células presentan estadios de maduracién

diferentes (Figura 1). No obstante, debido a que la mayoria de células sanguineas

maduras tienen una vida limitada, es necesario su continuo reemplazamiento,-lo cual es
una funcién desempefiada por elementos primitivos denominados células tallo (18,19).

Las células tallo se caracterizan por su capacidad para diferenciarse a distintas h’neas

é:'elu,lares con funciones especializadas, y su habilidad para regenerarse por s{ mismas lo

qlie permite mantener una dotacién constante de células tallo (20).

jHﬂan sido propuestas dos teorias divergentes sobre las células tallo, la teoria
monofilética y la teoria polifilética. La teoria monofilética propone una célula precursora
¢6m(xﬁ, la célula tallo pluripotencial, que bajo la influencia de ciertos factores puede dar
oifigen a cada una de las principales lineas celulares sangufneas y es capaz de renovarse

por sf misma. En contraste, la teoria polifilética propone que existe una célula tallo dnica,

para cada una de los tipos celulares sanguineos (21).

- Mediante el estudio de ratones irradiados letalmente, ~se aportaron- las primeras

evidencias de Ia existencia de una célula precursora - pluripotente. Al recibir un ani
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mbargo. la muerle de este animal podla vatarsc mcdmnlu L] sumxmstro de una

suspension de células provenicntes de médula 6sea de

animales sanos; los animales asf tratados sobrevivian = mostrando en sti-bazo

n‘c’;dﬂl‘os g

que representaban pequefias colonias de células precursoras de iodb “glpd",de;celulas

sangufneas, las cuales fueron ]lz_imadas Unidades Formadoras de Co]onias del‘Bﬁzq’(CFUl T

S del inglés, Co]ony Forming-Unit- Spleen) (22,23).

Expenmenlos adicionales proporcionaron .evidencias dlrectas sobre la exrslencxa de

: celulas tallo pluripotenciales, en donde células de médula 6sea normal se irradiaron

severamente, lo suficiente para causar aberraciones cromosomales, y fueron inyectadas
déhtro:de ratones letalmente irradiados. Estas células irradiadas dieron lugar a diferentes
tipos celulares con-el mismo cariotipo en células hematopoyéticas de nédulos del bazo,

ademds la suspensién celular de estos nédulos podfa ser inyectada dentro de otros ratones

- -irradiados, para formar nuevos nddulos del bazo con anormalidad cromosomal similar.

- Estos ‘estudios indican que existen células en la médula que no sélo son capaces de -

~diferenciarse a distinlos tipos celulares. hematopoyélicos, sino de autorrenovar el ‘tipo-

.- celular inicial (24). . SR
Otros estudios indican que aunque la’CFU-S puede generar mondéito"s", netitrdf los,

: megacanocuos y entrocnlos no da ongcn a Imfocuos (25). Invesngacmnes o

marcadores cromosomales sugleren que los linfocitos y CFU-§ probablememe tienen en_' :
 comtin una célula tallo mds primitiva -con la capac:dad de formar tanto CFU-S como ;
progemtores linfoides (26).

Por con51gu1ente las evidencias clinicas y experimentales que ahora exmten apoyan-'-.»

: fuertemente la teorfa monofilética. Con base en estas evidencias, las célulasf-'

. hematopoyéticas pueden ser divididas en tres compartimentos celulares dependientes de Ia

“madurez: a) células. multipotenciales primitivas, capaces de’renovarse por s{: mismas y .

'fdifereni:iarse a  todas las lineas celulares sanguineas; ~b) células . progenitoras ::




compromeudas, deslinadas’f'a dészirronar afdnferemés Iimeas” celilares; -y ¢} células
madums con funcmnes uspccmh/adds quc dlsmmuyen o pierden su capacidad de

prollferar (27 28 ,29).

ikA parur de h apllcacmn de las téenicas de cultivo de t¢jidos desarrolladas duranie el
stglo pasado (30 31), varios mveshgadores han ideado métodos para averiguar cuales son
lai moléculas 1mphcadas en la proliferacién y diferenciacién celular (24). A mediados de
. 1glo se-introdujo 1a técnica de cultivo. en agar; esta matriz semisélida permite la

sébaracién de células, y facilita el estudio del proceso de diferenciacién celular a partir de :

lds precursores indiferenciados- (32). Al llevarse a cabo la divisién celular y ante el

; xmpedlmento de la migracion, se produce la formacién de grupos celulares d(.nommados o

colomas (33,34).
. Destacan los trabajos de Pluznick y Sachs realizados en 1965 (35) y de Bradley y
+ Metcalf en 1966 (36), en los que lograron el cultivo de precursores hematopoyéticos, de
los cuales se obtuvieron colonias de macréfagos o granulocitos, o bien, colonias mixtas
de ambos tipos celulares hematopoyéticos en agar. En estos trabajos se hizo evidente que
-no bastaban las condiciones nutricionales habituales, sino que era necesaria la presencia

= de-inductores para la formacién y proliferacién de las células y la subsecuente formacion -

o dey bolonias 37.

Hoy»en dla, se han caraclcnzado varios factores que regulan Ia formacién de celulas

sangumeas entre los cuales se encucntra la emropoyetma la cual induce la prohferacxon -

; la trombopoyetina  estimula la prohferacmn de-

: megacanocxtos y el inductor de colonias de macréfagos y granulocitos (MGI del mgles‘
"Macrophage and Granulocyte Inducer"), también conocido como CSF (del mglés
o "Colony Stlmulatmg Factor") que estimula la formacién de granulocitos y macréfagos w

- (38)

Como -se- ha encontrado que exxsten factores estimuladores’ dé‘ creciniiento,_,

hematopoyeueo tamblen -se ha reportado la ex1stencxa de mertos factores secretados




adums (39) T’l[‘ es cl caso’ dc los granulocnos queson capaces de 1nlnb1r la‘-

fproh cracxon de los CFU de la sangre periférica. Los productos de estas células como la ok
acloferrma y algunos dt.rxvados semejantes. a las chalonas; afectan la produccxdn y
1 11berac1on de CSF (39,40) .

Es conocxdo que los CSF e inhibidores de la hematopoyesis regulan la prohferamon y o

= diferenciacién de células precursoras hematopoyéticas, sin embargo la so]a presenm_a de 7
".estos agentes no es suficiente. Algunos estudios han demostrado que el suero 'y otros

R fluidos bioldgicos complejos, promueven la proliferacién de células cultivadas . in virro,

mediante el aporte de hormonas de crecimiento, factores de adhesién, proteinas'y

lipidos que influyen dc manera directa sobre la proliferacién celular (41,42,43).

CELULAS FAGOCITICAS: CARACTERISTICAS DE MACROFAGOS Y
GRANULOCITOS.

- La fagocitosis es un proceso celular que se da durante la respuesta inflamatoria, en
donde algunos leucocitos engloban a microorganismos patégenos (44). Hay dos células
“ fagociticas en el organismo: los leucocitos polimorfonucleares (granulocitos), que son

. células circulantes que emigran a los sitios de inflamacidn y los fagocitos mononucleares

|

;- (monocitos y macréfagos), que circulan en la sangre o sc encuentran fijos en los tejidos.y

también se acumulan en los sitios de inflamacién. Ambos tipos de células son capaces de

reconocer € ingerir particulas, ligando solubles mediante sus receptores en la superficie

celulary de digerir tales substancias dentro de sus lisosomas secundarios (44,45).

En la actualidad se postula que los macréfagos y granulocitos se originan en la médula
Gsea, a partir de una célula tallo bipotencial o unidad formadora de colonias de
ma_crc_ifagos y granulocitos (CFU-GM, del inglés Colony Forming-Unit-Granulocyte-

o :'Ma"ci"ophzigg),‘ que es capaz de diferenciarse ya sea a monocito 0 a granulocito (46,47). E
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entro' ,de.los' fagocitos: mononucleares;: se’tienen como’ precursores medulares

reconocxbles al ‘monoblasto 'y al promonocito (48). monoblasto tiene abundante
cnoplasm'l agranular y niicleo. ovoide o redondo, pudiendo estar plegado o identado con
r»van’vos~nuclcolos. El monoblasto al igual que el promonocito, no tiencn actividad de
‘t'esterasa especifica (49). El promonocito, con abundante citoplasma y granulos finos
bre'senteks (lisosomas), posee un micleo irregular y profundamente identado (Figura 2)
(48,49). '

: _Por su pﬁrte, los monoéim revelan grdnulos que contienen peroxidasa, fosfatasa dcida y
"arilgﬁlfatasa;.lo‘ que"sugiere. que esfos grdnulos son similares a los lisosomas de
ne:li:{ro’ﬁvl'(:)s,jipero' sfll'fosfatasa alcalina (50). El nicleo es irregular y frecuentemente con

“forma de herradura o de frijol. La cromatina es difusa y lineal, en contraste de la

. "'Qrohiatina densa-de los linfocitos o granulocitos maduros (49,51).

: La transicion de monocito-macréfago estd caracterizada por un agrandamiento celular
- progresivo. El nticleo se vuelve redondo, los nucleolos pueden ser vistos y en general la
célula pierde actividad de peroxidasa, pero se incrementa en reticulo endopldsmico,
lisosomas y mitocondrias (48,52). Los macrdfagos colectivamente conocidos como
_histiocitos, desarrollan diferentes caracteristicas citoquimicas y morfolégicas que

dependen del sitio de maduracién y del tejido de residencia. Los macréfagos no son

considerados células lallo; sin embargo, se ha encontrado que a]gunos macrofagos pueden E
proliferar en el tejido, especialmente en dreas de inflamacién, lo que permite mcrementar
su nimero en estos sitios (53).

Los monocitos y macréfagos fagocitan mlcroorgamsmos, 1mp1d1endo su: crecxmlentoj

““intracelular, -La opsonizacién de. un’ microorganismo- con mmunoglobulmas Yoo

complemento, incrementa la fagocitosis por monocitos y macréfagos ya que estas celulas:'

‘poseen receptores para el componente Fc de las inmunoglobulinas de la clase IgG y para
,‘;’crl :'cron{poneme, _C3b  del cbmplemento (15,17). ,Desphés de . la. adhesién ‘del

: riiic_:;oorganismo a la membrana celular del macréfago, se lleva. a cabo el:englobamiento -




Maduracién de macréfagos..:l
'células - precursoras de'la seri
afio, nimero de nicleos y va
- ~Tomado de referencia 21.




Los hsosomas sc 1' usmmn con el fagosoma (vesncula formada por la fusién de

: 1dopodos membmmles), en el que se liberan enzimas hidroliticas y otras sustancias

nncrobxmdqs, de las cuales las mds poderosas son productos del metabolismo del

')\,gcno. lalcs como. el superéxido (0'2), oxigeno molecular (O7), radicales hidroxil@ i

(OH ) y peroxldo de hidrégeno (H207) (16,17).

Por oLro lado, los macréfagos activados se pueden adherir a las celu]as tumorales y.'.

: matarlas por un efecto citolitico directo. Si la célula tumoral tiene 1nmunoglobulmy

adherldas los macréfagos se adhieren a la porcién Fc de la mmunoglobulma para Ilevar:—
: .acabo un electo litico sobre Ia célula tumoral (54,55). -

“Los macréfagos también son importantes ya que actiian como limpiadores al fagocitar '

restos celulares, células viejas, proteinas  desnaturalizadas y complejos antigeno-

- anticuerpo, también eliminan sustancias téxicas de la sangre, previniendo que éstas

llleg:uen a los tejidos- y otras particulas como factores coagulados (17,56,57).

-Por su parte, los granulocitos o nueotréfilos presentan seis estadios morfolgicamente
. identificables en el proceso de maduracién, que van desde la célula tallo unipotente al

“neutréfilo segmentado funcional. Estos estadios son: a)mieloblasto, b)promielocito,

'kc.)mielocito, dymetamielocito, e)granulocito en banda y f)granulocito segmentado o
neutréfilo polimorfonuclear (PMN) (58) (Figura 3). Durante este proceso de maduracion

~hay un cambio progresivo en el niicleo. El nucleolo deja de percibirse, la cromatina se . :

~:~=7 = condensa y la masa circular una vez indentada, eventualmente se va frégméntahcio; este
éambio nuclear esta acompafiado por distintos cambios citopldsmicos. "El bes:cé‘so

. cifop]asma basofilico agranular del estadio mds joven, es reemplazado gradubalmyente: 'bor

‘un c1t0plasma voluminoso de color rosa y granular, cuando se tifie con el colorante de

2 Glemsa en el estadio maduro diferenciado (58,59).

EI mleloblasto es el precursor del neutréfilo reconocible morfologxcamente en etap’

',tempranas con un niicleo r.edpndo u ovalado y con citoplasma agranular .muy pequeno.



MIELOBLASTO

- PROMIELOCITO

METAMIELOCITO

CELULA BANDEADA

 POLIMORFONUCLEAR -
MADUROQO

Figura3. Maduracién- de granulocitos. La varl ‘
durante sus etapas de maduracién ‘se refleja princ
sufre el nucleo Tomado de referencia- 17




to tiene actividad. de esterasa especifica demostrada por-la reaccién con naftol”

AS-D Clorééfceta‘to (58).

él’pré‘llli‘élocild es reconocido inor la ‘préécﬁé:ia d“é, g;;inlllos primarios. grandes llamados
azvzu'_rol'l'licos, que contienen enzimas y otras sustancias tales como la mieloperoxidasa.. El
A:vmielocito presenta un niicleo reducido en tamaio,- redondo u oval y generalmente
?iv‘excéntrico, leniendo en su estadio final una reduccidn en el radio mic]eo-citop]asmé
- (60,61).

El' metamielocito es ligeramenle’ mds -pequefio que el mielocito y posee como.
'_carécten’stica principal una virlldenvtac_ién que da al nicleo la forma de rifién o frijol
(granulocitos - humanos) o “una pcrforacidn central (granulocitos de ratén). El
“.:metzimielocito se convierte en graduldéitdén banda cuando las caracteristicas de cambio
"_ymorfolo’gico en el micleo se hacen.mds pronunciadas, siendo Ja célula mds pequefa que el

metamielocito. Este estadio es el primero en aparccer en la sangre (61).
7 Aunqué el tamaiio del granulocito en banda es similar al PMN, este es reconocido por
:Lm -micleo segmentado con dos o mds lobulos conectados por un delgado filamento
+ rlxy_uc,lﬂear. La mayorifa de los neutréfilos presentan de dos a cinco 1ébulos nucleares (60).
j' La respuesta inicial de los neutréfilos contra los microorganismos antigénicos se inicia

“con'la diapédesis (marginacion y adherencia), proceso por el cual el neutréfilo se adhiere

‘al endotelio vascular y se dispersa sobre su superficie, siendo esta adherencia reversible al

“~“entrar nuevamente a la circulacién. El movimiento a través del .lejido es- facilitado éar L
sbg‘lstancias secretadas por granulos neutrofilicos especificos  (por ejemplo colagenasa)
(62,63).

Los neutréfilos pueden vagar azarosamente a través de los tejidos o pueden ser atraidos. -
,a;ciertas.éreas especificas por- estimulos QUimiotacticos. Una sustancia actia como

“’tfmiqlo quimiotdctico para una célula, si ésta tiene un receptor para la misma. Después

: de'q;ié el -.‘féctor quimitdctico es ‘ligaidp ’Vpbrr el réqeptor de la membrana plasmdtica del:.<

- neutréfil 'éSta_induce carhbioé_ mélabélicos dentro de la célula y los neutrdfilos se




mu_evcnf_hacna'l,ay‘fuente quimioatrayente (64). Dentro de cstos faétd'res sé:enéUentra»la_ 1L

¢ ll;eli'cyi'na 8) sceretada por los macréfagos (65),
n éf_zire’a de inflamacién, la mayoria de los neutréfilos reconocen a la ﬁam‘cu]é c'dmroi-" ‘
"eAx‘t}r'aﬁa y se inicia la adhesién y la fagocitosis. Algunos microorganismos .o paru’cl:lv.lla.s"}4 i
“ pueden ser reconocidas al ser opsonizadas con anticuerpos como la inmunoglobulina G:
2 (IgG), la cual se liga a la particula por la region Fab, mientras que la regién Fc sé*-

R adhiere al receptor Fc de la membrana del neutréfilo (Figura 4) (17,66).

" ..Una vez llevado a cabo el reconocimiento y la adhesidn, la particula es rodeada‘i)o'
= psc'udépodos emitidos de la membrana - citopldsmica del neutréfilo. Cuandd 10:
;’5 pseudopodos se tocan forman el fagosoma, el cual se fusiona con el lisosoma (vacuo
k _dlgestwa) que contiene granulos primarios especificos (enzimas) formando- asf. el fago

" lisosoma. Esta fusidn y liberacién es conocida como degranulacion con la que se.digiere

al‘organismo patdgeno y posteriormente es exocitado (17). La mayoria de los neutréfilos-

“mueren en el exudado inflamatorio, siendo fagocitados por los macréfagos (57).

FACTORES HEMATOPOYETICOS Y BIOLOGIA DEL GM-CSF

I"lctmes hematopoyéticos.
‘Como hemos mencionado, los CSFs regulan la proliferacion de células precursoras S
hematopoyetlcas, ¢ interactian con células de estadios mds diferenciados estimulando’ s_uk
acnvxdad funcional (67,68). s
““Existen cuatro moléculas de CSF bién caracterizadas que regulan a las celulasV
n11e101des a) Interleucina 3 o multifactor estimulador de colonias (IL-3 0 mulu—CSF), b)‘_'
el factor estimulador: de colomas de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), ambos son :
jdef mdos como factores de crecimiento de multilinaje, ya que tlenen una influencia

posmva en la: prollferamén y diferenciacién sobre células " en- estadlos menosA

; mprometldos, c) e] factor estimulador de colonias de granulocnos (G-CSF), donde Ia

: celula‘fblaé@b "'e’sr un“precursor de granulocitos; y por dltimo el factor esumuladog de”



acteria: cubnerta con
mun'og!obullna G

', MACROFAGO O GRANULOCITO . ’

i ’Flgura 4, Fagocntosm Una bactena es cub|erta con mmunoglobuhna G para ser fagocntada
: ;efucrentemente por un: macrofago o granulocno los cuales tienen receptores de superficie:
celular capaces de unir la region Fc de las moléculas de inmunoglobulina. La unién de la-
bacteria cubierta con anticuerpos a los receptores Fc activan el proceso de fagocitosis.
Tomado de referencia 21.
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colomas de macrofagos (M CSF) que csumula la formacxdn de colomas hacxa m créfagos

Tabla 1) (69 70 71,72,73,74).
;'"Estos factores son indispensables en la: prohferacnon y. dlferencxacnon de células
progemtoras hematopoycucas in vitro. Hoy en dia, ha sido posnble Su obtencton en

forma.r}ecombmame a partir de los genes-que los codlﬁcan (75,76).

Blologm del GM CSF

;‘,El GM CSF fug uno de los pnmeros factores en. ser descrxto, purifi cado y

molecularmeme clonado en bactcnas y levaduras. Su nombre deriva de la capacidad para
csnmular la proln'eraqun y diferenciacién de granulocitos y macréfagos, detectado
flyﬁéd_iarblfé la formacién de colonias de macréfagos, granulocitos o una mezcla de ambos
npos ceIﬁI_ares en cultivos semisélidos de agar (77,78). Este factor puede ser producido
bof diferentes tipos celulares y bajo diferentes circunstancias. Su produccién a partir del

“cultivo de células provenientes de varios érganos, es continua durante varios dias y

e _feﬂeja una sintesis constante mds que la liberacién del factor de sitios de almacenaje . :
. b_ Vimracelular, ya que dicha produccién puede ser truncada por inhibidores de. sintés’ :
protel’ca (79,80). -
La sintesis de GM-CSF requiere de la estimulacion de la célula productora por otros
factores; tales como antigenos, agentes inflamatorios, cuocmas elc. Concentracmnes :
muy bajas de GM-CSF son producidos en ausencia de estimulacién (81,82). Entre las
fuentes celulares que producen GM-CSF se encuentran: linfocitos T, inducidos por la u
unién de ligandos como anticuerpos monoclonales, lectinas y antigenos al receptof del

- linfocito; - macréfagos, siendo la sefial mds comtn para la produccién del factor algunos

f"ppgductos de la pared celular de bacterias conacidos como lipopolisacdridos (LPS); ’

6§101a’s endoteliales, activadas con LPS y algunas citocinas tales como el Factor de-

Né,crb_is'irs Tlirn’{):al alfa (TNF-«) e Interleucina-1 (IL-1), mismas-que inducen en c’él"t'nl#&ﬂ

ﬁbr@blésticas la produccién de GM-CSF (Figura 5) (83,84,85).



raBIA 1

 FACTORES DE CRECIMIENTO HEMATOPOYETICO

"FUENTE .. CELULAS QUE -
CELULAR = = PRODUCE

‘-Linfocitos T Eritrocitos

S Granulocitos
Macroéfagos
Megacariocitos .

-Linfocitos T Granulocitos
. 'Fibroblastos Macréfagos
-Endotelio
Epitelio
Macrofagos

Endotelios Granulocitos
Macréfagos .
Fibroblastos

Macréfagos
Fibroblastos
Endotelios

Interleucina-3 ST

‘Factor . Estimulador de Colonias. de Macréfagos .-

. Granulocitos : o
'Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos
Factor Estimulador de Colonias de Macréfagos '
Peso molecular en Kilodaltones (su -variacién.
depende del estado de glicosilacién). : G
Tomado de referencia 91.
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FIGURA 5. Senales que estimulan la produccion de GM CSF tras unha mfeccio
bacteriana. Tomado de referencia 89.



estructura’ del GM—CSF;h_uuﬁaﬁo, de raténi y simio han sido - determinadas ‘por.

sis'secuencial de aminoacidos y por deduccion a partir de-la ‘secuencia: de nucledtidos -

de :Cloh'és de DNA. En cada especie, la proteina nativa es precedida por una secuencid
“‘hidrofdbica de 25 aminodcidos. El GM-CSF de ratén comprende 124 aminodcidos, .-
mientras que el de humano y simio poseen tres aminodcidos mds, teniendo ambos’ 127

~“residuos en total. Ambos tipos poseen dos enlaces a-helices necesarios para la-actividad

- biolégica del factor (86,87).
" El GM-CSF de ratén y humano comparten tnicamente 56% de secuencias de

aminodcidos idénticas, lo que hace pensar que el GM-CSF es uno de los factores de

k‘-‘;»‘ cfecimiento mieloide menos conservados. - Asf, debido. a la baja identidad ep‘
;’ secuenciacién entre el GM-CSF de ratén y humano, no existe actividad cruzada entre las

: d6§ éspecies (88,89). El GM-CSF aislado de ratén y humano, posee cadenas glucosfdicasi
qﬁe lc dan un peso aproximado de 23 kilodaltones (kD). Los datos indican que los;-
,carholudratos unidos a la proteina no son necesarios para la actividad bxoléglca del, GM

. CSF y por el contrario disminuyen su afinidad por su receptor (78,90), sin’ embargo S0
-necesarlos para su estabilidad y solubilidad (91). '
La umon del GM-CSF a su receptor, se ha observado en una gran varledad de celulas,'

que incluyen lineas linfoides y mieloides, asi como tejido hematopoyético normal, celulas-

:de-exudado peritoneal, bazo y médula dsea (92,93). Se han descrito.dos .tipos-de:.

receptores para el GM-CSF: un mimero bajo de receptores de alta afinidad (170-10(:)-. 

" receptores/célula) y un ndmero mayor de receptores de baja afinidad - (300-500

r@eptores/célula), ambos con un peso de 50 kD (94,95).

’ El receptor para GM-CSF puede ser modulado de manera negativa sobre células de
‘ medula dsea por altas concentraciones de IL-3 y M-CSF, no obstante el mecanismo por ely_ .
: cual se realiza esta transmodulacién indirecta de receptores atin no se conoce (96 97) Elr_
: mlsmo GM CSF también puede mediar la regulacxon de'la expreston de sus receptores’

‘membranales dicha modulacién se ha observado.en-células:de lmaje monocmco,'



bserv un~decremenlo en el numero de- los misinos' con’ la diferenciacién, pero T

1empre con una adecmda canudad encélulas maduras (arriba dc 100 por célula) (98).
:'raccmn ‘primaria del GM-CSF sobre células hematopoyéticas normales es estimular la

obrevnvencna proliferacién y diferenciacién hacia linajes monocito y granulocito

"‘(99 100) Se le considera como un factor de tipo local ya que se produce en dareas

gspwﬁcas de respuesta inflamatoria contra agentes patdgenos, donde actia aumentando--
"‘la funcionalidad biolégica de las células fagociticas. Asimismo, promueve la proliferacién
de precursores granulociticos y la liberacién de agentes citotdxicos, e incluso de - ofros

~factores como 1L-1 y TNF, que a su vez estimulan el reclutamiento de célula'

,defensoras, por lo‘que tamblcn se le asigna una actividad mmunomodu]atorxa en los smos

: ;%de mfecc:on (101,102). L
: En culuv05 in vmo de medula dsea de ratén, existe dependencna entre’la morfologla de’ ¢
as _olpmas;obtemda_s_ y la can_txdad de-GM-CSF de ratén -(rmGM-CSF) presente. Asi,
engm‘oé ‘que “colonias de macréfagos se forman a bajas concentraciones, mientras q}u‘e’;
oldnias' bde granulocitos y macréfagos-granulocitos, . aparecen consecutiyamen‘l’e:'al ‘
. v.nl)crememar la cantidad de factor (103). : ‘

Sm embargo en trabajos realizados en el laboratorio de diferenciacidn celular (datos no ‘}
: pubhcados) se ha encontrado que en esos mismos cultivos (al utilizar como mductor de

fprohferacmn el medio condicionado de células epiteliales con- presencia de GM-CSF

“natural yel GM-CSF natural purificado y recombinante en altas concenlracwnes), ;nq ‘se

ha observado la formacién de colonias mixtas (macréfagos-granulocitos) proveniehtés :

¢ ‘supuestamente de un precursor comtn (precursor bipotencial), pero’si*de colohias de

: macréfagos y granulocitos por separado.

De hecho a pesar de utilizar técnicas de antxcuerpos dirigidos -contra protemas

e ecfﬁcas de superﬁme o “densidad celular asf como de dispersién de luz, no ha 51do:

posible caractenzar y alslar la celula capaz de diferenciarse a macrofagos y granuloc1tos,

¢ n presenc1a de GM-CSF (104 105).



or-otro-lado, 'se ‘ha-observado™ que al utilizar. factores estimuladores de colonias
écOmbihantcs puriﬁcados en fos experimentos de proliferacién celular hcmatopoyélica
e puede dar Ia sccrecnon dc otros factores activos por las mismas células.blanco (80), y

l'ejercer su efecto de manera mdwndual o sinergistica sobre los prccursorcs ce]u]ares en el*

Por con51gu1enle en la actuahdad el mecanismo medlante el cual el GM-CST actua'
obre su celula blanco para generar macréfagos y granulocitos, €s poco conocido. :

Con base en estos antecedentes en el presente trabajo se evalué el efecto del GM CSF i
cen la prohferacnon de células precursoras de médula dsea de ratén, especificamente en la;._
métlca de respucsta de precursores mieloides. Ademds, se estudié la respuesta e
pro’hfe_rativa'y’dédi'ferenciacién de las células precursoras inducidas de manera terhpfana

tardfa por. GM-CSF, al transferirlas a un nuevo cullivo en presencia de un sélo faCtdg, y

“aislarlos aside la_accién de factores secundarios que pudieran intervenir:en:’el

‘omprometimiento dé dichos precursores a un linaje determinado. .




OBJETIVOS -

OBJF'I lVOS GENLRALLS

feclo dc GM-CSF “en h‘ ’prohferacnénjdc:

blpoténmales y/o monopotencxales

la Determinar el ndmero de colomas que se-"desarrollan ien
“concentraciones de rmGM-CSE. ;

1b. Determinar los tipos de colonias' que ‘e forman' en presenci

' ‘concentraciones de rmGM-CSF.

~ 2.1 Bvaluar la cinética de aparicién (en dfas) de grupos y colonias: de“'-g’rah oc
~/macréfagos con células de médula dsea en respuesta al rmGM-CSF. ...

2.1a.. Determinar el niimero de grupos:y colonias que se forman con rmGM CSE
. del tlempo BT

‘,'rmGM CSF atraves del t1em :

”2.2 Evaluar el t1po de colomas qu
- en respuesta al rmGM-CSF

2;3 Evaluar el upo,dc _qo}onia'
tardiamente en respuesta al rmGM-




MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO

: a rcahzacnon de este trabajo sc utilizaron ratones CD-1'de 6 a8 semams de

ambos sexos como.donadores de células de médula ésea.

CONDICIONES DE CULTIVO , J ,

el cultivo in vitro de las células de médula 6sea se utilizaron cajas de petri 35 x
mm' (Costar, USA) y placas de cultivo de 24 pozos de 16 mm de didmetro (Costar, "
SA) Las células fueron cultivadas bajo una atmdésfera de 10% CO7 a 37 °C en aire y
;AA;f‘..humedad sataurante en Medio de Eagle Modificado Dulbecco (MEMD, Sigma Chemical

e :_Co USA) (Apéndice 1) suplementado con 10% de Suero de Caballo- (SC, Slgma
Chemxcal Co. USA), previamente desactivado a 56 °C por 30 min. Se agregé al MEMD
. nte;s ;gjel guluvq estreptomicina (100 g/ml, penicilina G (100 U/ml) y blcarbonagqv, d_e;”
od_i_o‘_(i'Z "g/l)’,_: éjustando a un pH de 7.2 y filtrando para fincs de esterilidad :éoi:l'»

de membrana (Millipore, USA.), con un poro de 0.22 p de didmetro.

OBTENCION DE CELULAS DE MEDULA OSEA

Se sacrlﬁcaron los ratones por descervicacién, se extrajeron los fémurs los cuales se

cglocaron en una caja de Petri con MEMD. Al fémur se le perforé ambas epifisis y con’

: ayuda de-una jeringa de 1 ml se le hizo fluir MEMD de un extremo a _otro para extraer
. " todas las células de la médula. Se colocaron las células en tubos cénicos paray :

*‘posterior'mente lavarlos dos veces con MEMD mediante centrifugacién a 500 g por 5

min. La cantidad de células se determind por conteo en un hemocitémetro (Amencan

puoa.l USA)..




-~ ENSAYOS DE CSF

‘Para’el énsayo de induccién a la formacién de colonias se utilizé Ia técnica de doble

capa en agar (106). Para la. primera capa (con presencia de inductor) se preparé agar al.
+:0:6-% en agua bidestilada y se esterilizd en autoclave durante 15 min, posteriormente se

" mantuvo a una lemperatura de 56 C, s mezclé con 20 % de ME, 20 % de SC y 20 %

deMEMD doblemente concentrado (2X), obteniéndose un volimen final de 2.5 ml para

colocarse en cajas de Petri y 1 ml para pozos de cultivo de 24. Se esperé que
: tra;}scurrieran 20 min para facilitar la gelificacién antes de agregar la segunda capa de
hé’_a_r. La segunda capa se preparé utilizando agar al 0.4% cn agua bidestilada, se
co}bcarqn 300,000 o 100,000 células de médula ésea en MEMD, dependiendo del

tamaiio de la caja de cultivo; en esta capa se utilizé 10 % de SC, 50 % de ME
: &)nteniendo células de médula dsea, 20 % de ME (2X) y 20 % de agar. Después de

llii_bf:r colocado la segunda capa se esperé 20 min para que se gelificara y se incubd por

..un periodo de 7 dfas. Se considerd una colonia cuando estaba formada por mds de 20
fﬂcélulas y grupos cuando fueron de 2 a 19 células, las cuales se contaron con ayuda-de

- un microscdpio invertido (American Optical, USA).

[ : MORFOLOGIA CELULAR DE LOS GRUPOS Y COLONIAS l

La evaluacién de la morfologia de las colonias obtenidas cn la técnica de doble capa de.
agar se hizo con una modificacion de las técnicas de Moezzil (106). Brevemente, la capa
de agar en donde se forman los grupos y colonias se extrajo con un papel filtro Whatman
del No.2, y se transfirié a un portaobjetos dejdndolo secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, el papel filtro se retiré cuidadosamente. Los grupos y colonias que se
encuentraron en el portaobjetos se fijaron con metanol y se tifieron con giemsa (para la

~identificacién de colonias) o con la tincidn citoquimica de cloroacetato esterasa (para la
identificacién de grupos de células precursoras) (Apéndice 2) (58). Aquellas colonias -

~ consistentes de células con niicleos en banda o segmentados fueron considerados como




mientras - que cuando’ Tas células eran ‘de mayor tamaiio, citoplasma

ranulocilos; ™

v.it_‘:;mlmjo y mo’n:onucjlea(las fueron cohsi'dcradas de morfologia macrofdgica. Por su
-pafte‘ los “grupos " que resultaron poéitivos a la tincidn- con cloroacetato: esterasa. .
{(coloracnon roja brillante), fueron ldenuﬁcados como precursores de nr'muloc.xtos,
nnentras que aquellos que presentarén coloracion marrén, se les considerd como

precursores macrofdgicos.

CINETICA DE FORMACION DE COLONIAS DE GRANULOCITOS Y
: MACROFAGOS

~Con el fin de establecer la concentracion de GM-CSF a la cual se observara formacién . -

. de colonias de macréfagos-granulocitos (mixtas); se sembraron células de médula ésea dc
ratén por medio de la téenica de agar, en presencia del factor GM-CSF recombiname‘q_e

= ‘ralén (rmGM-CSF) a diferentes concentraciones (0.2, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10. 0 y 20.0
‘ ng/ml) Después de siete dias de cultivo, se evalué el mimero de colonias generadas,

asmnsmo se realizé el andlisis morfolégico e histoquimico de las colonias.

‘CINETICA DE APARICION (EN DIAS) DE GRUPOS Y COLONIAS DE
GRANULOCITOS Y MACROFAGOS.

" Para llevar a cabo la cinética de respuesta de precursores micloides al GM-CSF, se

sembraron células de médula ésea de ratén cn presencia de rmGM-CST, yen Ios cultlvos

del pnmero al séptimo dfa se les evalé en la formacion de grupos y colomas bajo el
“~.microscopio invertido. Igualmente, se realizé el andlisis morfoldgico e histoquimico de

~: los grupos y colonias.

~TIPOS DE COLONIAS QUE GENERAN LOS PRIMEROS GRUPOS DE
CELULAS EN UN SEGUNDO ESTIMULO CON GM-CSF Y G-CSF.

:Se'sembraron'células de médula Gsea estimuladas con rmGM-CSF, que después de dos

" .y cuatro dias de cullivo los grupos formados fueron transferidos por micromanipulacién :




(usai do una’ plpcla Pasteiir - y- con la ayuda de un mlcroscoplo mvemdo) aun

'~b1capa con GM CSI‘ Asumsmo, pam vcrmcar 51 cn los grupus de dos dxas se
encomraban presentes precursores granulocmcos tmnsfenmos d:chos grupm '1 un: nuevo :

_culllvo con rhG CSF" (400 ng/ml).como inductor. Se evalud el nifimero de colonlaS'

lobtemdas y se reahzo e} anahsls morfologlco e histoquimico de las colomas

ANALISIS DE DATOS

';,Eliesbtudrio de la naturaleza de la formacidn de los tipos celulafes sanguﬁieoﬁé»"
(hjz;(:r'éfagbs y ganulocitos), se caracterizd como un modelo tedrico, :ﬁecanf stico ‘o
eki)liéativo (112,113). En el se describen una seric de datos, que por su'naturaleza fedrica -
: B : cbmp]eja no se pueden explicar por medio de un modelo empirico o estadistico(113). Sin
_i éﬁlbargo, aimque el modelo general es tedrico, se utilizé para la cinética de formacion _dev'_

‘colonias de granulocitos y macréfagos, un andlisis de regresién ya que Se presupuso una = -

dependencia del mimero de colonias con respecto al incremento de la concentracidn-de*:

- GM-CSF.

VARIOS

L.os experxmentos realizados se llevaron a cabo por duplicado y al menos dos veces en
'expenmemos independientes. Los resultados mostrados en las tablas son el promedxo de” .

fﬁdlc]los experimentos. Un cultivo sin inductor siempre fué anadldo. Los Factores : ;-

”"’Estlmuladores de Colonias de Macréfagos y Granulocitos (rmGM-CSF; aé‘tividadv .
~-especifica 1 x 108 U/mg) 'y Estimulador de Colonias de Granulocitos récombinahte :
humano (rhG-CSF; actividad especifica 10 x 106 U/mg) utilizados en este trabajo fueron

:donados por Dr Guﬂhs de Immunex, USA.




. EVIDENCIA DE QUE EN CULTIVOS DE MEDULA OSEA EN PRESENCIA DE

_ DIFERENTES CONCENTRACIONES DE rmGM-CSF, SE FAVORECE
- 'UNICAMENTE LA FORMACION DE COLONIAS DE MACROFAGOS 'Y
' GRANULOCITOS PERO NO DE COLONIAS MIXTAS.

~ Con respecto a la cinética de formacién de colonias de granulocitos y.macréfagos.a
- -diferentes concentraciones, los - resultados obtenidos demostraron, que entre 0.2y 5
- ng/ml- de rmGM-CSF “existié- poca variacién en ¢l nimero de colonias. (105 a 193

c_:ck)l'on‘i‘_as) en’ comparacién de 0.2 y 10 ng/ml (105 y 310 respectivamente), obteniéndose

a-mayor proliferacién a 20 ng/ml (345 colonias). Asimismo, se encontré dependencia

= -significativa de tipo exponencial entre el ndmero de colonias obtenidas y la concentracién

i d'(_i rmGM-_CSF utilizada (p<0.01, Fisher) (Tabla 2; Gréfica I).

; -Después de la identificacién de las colonias obtenidas en la curva de dosis respuesta
‘v‘con rmGM-CSF se observé que a las concentraciones de 0.2 a 5 ng/ml se favorecié la';
‘formacmn de colonias de macréfagos (entrc 60 y 82%), en relacién a los porcentajes“-"
obtemdos de colonias de granulocitos (de 2 a 30%). Mientras que, al utilizar lO ng/ml se: s
* ‘observé una respuesta similar de colonias de macréfagos y oranulocnos (49 y 42% .
- “respectivamente), la cual fue mds notoria a la concentracion de 20 ng/ml (51% y 47%)
. Es importante hacer notar, que en el conteo morfoldgico no- se - identlﬁca:on
: ”,édldnias mixtas (macréfagos granulocxlos) en ninguna de las’ concentramones
& itrabajadas (Tab]a3 Grifica 2).

: Despues de los antenores resultados se decidi6 escoger la concentracién de 20 ng/m

ar. lleva' a cabo los mguxentes ensayos de este trabajo, ya que mdUJo una buena

‘on a31 como un porcentaje snmlar de macréfagos y. granulocitos.




IAS FORMADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONE
DE rmGM-CSF (ng/ml)

;MaonpérAE~
rOl”negétion Sin inductor.

F‘ tor Estlmulador de Colonlas d
y’Granulocltos recombinante de rat

 ANALISIS ESTADISTICO

ﬁmero de'colonias es dependlente del au‘ent
on entrac1on de GM-CSF.

o (4 85843 +.0.058463 X)

91;_p< 0.0;, Analisis dekreg‘és
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MORFOLOGIA CELULAR DE COLONIAS OBTENIDAS A PARTIR DE
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE rmGM-CSF.

NUMERO DE COLONIAS: (PORCENTAJE)

GRANULOCITOS

S e

SIMBOLOGIA

Factor Estlmulador de’ Colo4
Granuloc1tos recome.nante de’




GRAFICA 2 %
TIPOS DE COLONIAS FORMADAS CON DIFERENTES
' CONCENTRACIONES DE rmGM-CSF
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VIDENCIA DE QUE LOS PRECURSORES DE MACROFAGOS RESPONDEN
ANTES QUE LOS DE GRANULOCITOS EN CULTIVOS DE MEDULA OSEA
“DE.RATON INDUCIDOS CON rmGM-CSF.

. Um vez que s¢ delerming la concentracion  de rmGM-CSF a usar en los ensayos, el -
guiéplé objetivo fue evaluar el tipo de células de médula 6sea que responden
iﬁﬁmnélnente al ‘estimulo proliferador de rmGM-CSF. Para lo cual, se llevo a cabo la

( méuca de aparicién (en dias) de grupos y colonias de granulocitos y macréfagos.

~Se encontré que a los dos primeros dias de incubacidén con 20 ng/m! de rmGM-CSF,
:gms_tlo un alto porcentaje de precursores de macrélagos (97%) y que después de 24 horas
_‘;';(lerc?r dia) se formd una cantidad considerable de precursores de granulocitos (31%). Al
cuarto dia, el porcentaje de grupos de ambos tipos celulares fué muy similar (46% de

G .macréfagos y 42% de granulocitos), mismos que disminuyeron a los dias 5, 6 y 7 para -

dglr lugar a la formacidn de colonias de los tipos correspondientes (Tabla 4; Grifica 3).

£ Las colonias de macrdfagos aparecieron a partir del tercero y cuarto dia (2 y 12%
‘respectlvamenle), mientras que las colonias de granulocitos se formaron hasta el quinto
' 19%), en donde no obstante, hubo un mayor porcemaje de colonias de macréfagos
(48%) Asxmlsmo observamos que Ias colonias de ambos tipos celulares tienden a ser

~seme)antes al sepumo dia (55% macrofagicas y 44% granulociticas) (Tabla 4; Gréfica 3).

YIDENCIA DE QUE LOS PRECURSORES DE MACROFAGOS SON LAS
UNICAS. CELULAS QUE RESPONDEN AL rmGM-CSF EN CULTIVOS DE'.‘ ; :
,MEDULA OSEA DE RATON.

Después. de establecer que los grupos y colonias de macréfagos aparecen antes qﬁe los
: gr}muloéitos en cultivos de médula dsea inducidos con rmGM-CSF, se anaJizé si I(').s‘?
: grupos de celulas que respondieron en los primeros dfas estaban formados efectlvamente

Jpor precursores de macréfagos. Con este fin se evalud los tipos de colonias que generan



'MORFOLOGIA CELULAR DE GRUPOS Y COLONIAS DE:
NETICA DE PROLIFERACION DE rmGM-CSF EN FUNCI
DEL TIEMPO

‘No. GRUPOS (%)

" Precursores de macréfagos. :
:Precursores:de granulocitos




i TE GRAFICA 3 a8
~ CINETICA DE APARICION DE GRUPOS Y
‘COLONIAS DE MACROFAGOS Y GRANULOCITOS.

TIEMPO (DIAS)

| ™ GPOS GRA "+ GPOS MAC
| *COLGRA  “ COL MACRO




LOS ijéSullados obtenidos demostraron que los grupos de células transferidas a los 4 dias
‘a’una nueva bicapa con rmGM-CSF, respondieron formando un porcentaje similar de G
cojoniés de macrdfagos y granulocitos (41 y 33% respectivamente), - al-igual que el

~control con células recien obtenidas de médula Gsea en presencia de GM-CSF (57% e

macrofagos y 42% granulocitos ) (Tabla 6).

Asimismo, los grupos transferidos a los cuatro 4 dias, en presencia: de thG-CSF; -

formaron .un mayor porcentaje de colonias de granulocitos™(77%) ¢on rcSpécto

- colonias de macréfagos (23%), lo cual resulté semejante con los porcent{ijés;ébtén

ivcultlvar medula dsea tolal en prcscncm de rhG- CSF 7(74%

s macrofagos) (Tabla 6)




MORFOLOG]fA CELULAR DE COLONIAS FORMADAS A PARTIR DE GRUPOS
CELULARES "TRANSFERIDOS DESPUES DE 2 DIAS EN CULTIVO CON :
rmGM~CSF.

_SEGUNDO NUMERO DE COLONIAS (PORCENTAJE)

- INDUCTOR

MACROFAGOS BLASTO

12(18) 54(36)  66(44) ~ 77(51

785{8;5"

~erBOLosxa-

Fa tor Estlmulador de Colonias de Macrofagos
u1001tos recombinante de ratén.

ac or Estlmulador de Colonias de Granulo
. recombinante humano.




MORFOLOGIA CELULAR DE COLONIAS FORMADAS A PARTIR DE.GRUPO
CELULARES TRANSFERIDOS DESPUES DE 4 DIAS EN CULTIVO CON

PRIMER - SEGUNDO NUMERO DE COLONIAS (PORCENTAJE

fINDUCTOR " INDUCTOR

22(20).

" STMBOLOGTA:

F: ctor Estlmulador de Colonias de Mac ‘
Granuloc1tos recombinante de raton. ;

a tor ‘Estimulador de Colonias de Gr'
: ~recombinante humano.




n s principales Objélivos del estudio de las células en cultivo  es - determinar
sus* ﬂ‘lrx’i‘cioﬁc"s y a‘?:lividadcs mds inmediatas, con el fin de interpretar la relacién qué
3 gué%dzi/éon su arﬁbienlc natural, y de esta forma facilitar el entendimiento de los procesos
bidlégiéo_s en que toman parte (107). El cultivo in virro de células hematopoyéticas tuvo
: k:"ksus inicios a mediados de los afios sesenta, con Leo Sachs (35) y Donald Metcalf (36) al ‘

i’mplementar las técnicas de cultivo en medio semisdlido con células de bazo y médula
dsea, respectivamente. Esta técnica no ha modificado sus principios bdsicos, desde su
~ introduccidn hace 26 aiios, sin embargo, ha sido la base para saber que la proliferacion
‘de células sanguineas estd regulada por diferentes factores estimuladores de: colonias
(CSFs) (66,67). ’ '

En la actualidad se ha postulado la existencia de-un precursor bipotencial comiin. para

macréfagos y granulocitos, concepto originado de la simble observacién “de colonias
formadas con ambos tipos celulares en cultivos semisdlidos (75). Recientemente un factor
pbtenido de manera recombinante denominado GM-CSF, ha mostrado tener actividad
;prolifefativa y diferenciadora sobre esta célula bipotencial (77,78). A pesar de que se
'tiénéh“evid'encias indirectas de la existencia de la célula bipotencial, ha resultado dificil

. idéntiﬁcar esta célula, atin con los avances técnicos encaminados a aislar dicha célula

-precursora -(104,105). En consecuencia, el mecanismo mediante el cual el GM-CSF

‘actlia- sobre la célula bipotencial para generar los tres tipos de colonias reportadas:
granulocitos, macréfagos y granulocitos-macrdfagos (mixtas) es poco conocido.

Por consiguiente, dado que no se ha demostrado la existencia de la célula bipotencial ni

la accién directa de GM-CFSF sobre la misma, la finalidad de este trabajo fué determinar

si la célula blanco del GM-CSF exhibe caracteristicas monopotenciales; asi como tamblén

establecer si factores secundarios participan en la formacién de los diferentes tipos de

colonias presentes en un cultivo de médula sea inducidos por este. factor.




spucsta de los precursores de granulocitos para formar colonias, es debida al efecto de

. olro faclor producido de manera secundaria.

‘, La primera aseveracidn referente a la respuesta exclusiva del macréfago al GM- CSF '

’e,s sustentada por los resultados obtenidos en la cinética de proliferacién, donde los

| precursores monocito-macréfagos respondieron tempranamente al efecto del GM-CSF

(Tabla 4, Grdfica 3). Estos resultados fueron confirmados posteriormente, ya que al aislar

estos grupos de precursores de cualquier influencia de otro factor secretado porlas?

“+ células presentes en el cultivo, y colocarlos nuevamente en presencia GM-CSF, éstos se’
diferenciaron casi exclusivamente hacia macréfagos  (Tabla 5).

La segunda aseveracién cs apoyada por el hecho de que los precursores graniilociticos:

--aparecieron tardiamente en un cultivo con GM-CSF (Tabla 4, Grifica 3) lo cual hace

- “pensar que la formacion de los grupos de granulocitos pueden ser un efecto propiciado
.por la accién de un factor proliferador de granulocitos (G-CSF) secretado por- los

" :macréfagos en proliferacién. Lo anterior’es sustentado por trabajos previos realizados en

“““el'laboratorio de Diferenciacidn, en donde se ha demostrado que una linea leucémica de
~. tipo. macrofdgica WRI9M.1, asi como macréfagos normales, son capaces de secretar

:a_c_t_i_yidad de G-CSF (58,108), ademds en trabajos recientes se encontrd que el lisado de

-colonias de macréfagos inducidos con GM-CSF posee actividad parecida al G-CSF (109).
No se puede descartar la posibilidad de que la respuesia tardia de los precursores

granulociticos al GM-CSF, se deba a que estas células tengan una interfase larga y por:-

consiguiente tarden en dividirse. Sin embargo, esta posibilidad se ve reducida, ya que al- *
realizar cinélicas de aparicidn de granulocitos con G-CSF en nuestro laboratorio (datos no:. -
mostrados), éstas responden a la proliferacion desde el pnmer d1a de mcubac16n lo que 3

“indica que este tipo celular no uene una m[erfase larga




Asmnsmo, tambxen se pudo o,scrvar ue: las: celulas que: responden tardxamente alviss

efecto prollferddor del GM- CS al (rans1er|rlas a’un cultivo con G-CSF forman

colomas de manera smular a aqucllas oblemdas con” G-CSF recombinante (Tabla 6). Lo
anlenor 1mphca que un factor con actividad de G-CSF participa en la prohleracnon yo ]

‘madu’ryac;én, final de: dichos precursores, en cultivos de- médula ésea inducidos por GM-

Los anterlores resultados pueden ser interpretados como una evidencia de que Ia célula
'blanco del “GM-CSF "es el precursor de macréfagos, es. decir, “un precurs;;r
monopotcncml. ' :
‘ Por conmgmemu se ‘puede decir que el. GM-CSF es tan sélo un inductér de

macréfagos con la propiedad de estimular su proliferacion y propiciar la secrecion de un

—factor con actividad semejante al G-CSF, que a su vez induce la prollreracmn de

. précursores granulociticos. De esta forma, en un cultivo de. médula 6sea con presencia de
~..GM-CSF la formacién de colonias se¢ produce através de la respuesta de precursores
- 'individuales de macréfagos y granulocitos por separado, y no mediante la activacién de

“un precursor comiin para ambos tipos celulares inducido por GM-CSF. De hecho,

““investigaciones publicadas por otros grupos de trabajo, han demostrado que la:-

+administracién de rhGM-CSF en tratamientos clinicos, produce una fuerte respuesta de

monocitos y una mucho mas tardia por parte de granulocitos (110).

-Por otro lado, tomando como base estos resultados y los antecedentes de que el
hiacréfago produce y secreta un factor con actividad semejante a G-CSF y
‘quimioatrayentes para granulocilos como la Interleucina-8 (56,65,108), se propone un
posible mecanismo para la formacién de colonias mixtas inducidas por GM-CSF que han
observado y reportado otros autores. Este modelo es el siguiente: el precursor de
macroéfagos responde al GM-CSF proliferando y a la vez secretando G~CSF asi como IL-

<=8, éslos interactian con los precursores de granulocitos que se encuehtrzm en su cercania

formando una colonia mezclada con la de macréfagos, para-finalmente dar la apariencia



qeri‘necesarié utiliza" anti ucl‘p'o

l-de‘una co]onn mlxta Par'l dcmoslrar exle modclo

contra G‘:CSI‘ en un culuvo con células precursoras micloides en prcscncna dc:GM -CS
‘par'l observar si se bloquea la proliferacién de granulocitos. :
Hoy en dia, a pesar de varios intentos por aislar la supucsta célula prccursora‘
. :»'blpotencml capaz de diferenciarse hacia macréfagos y granulocitos, atin.no se con51gue
‘este propésuo. Por lo tanto, todavia no sc establece con seguridad como se generan los -
‘ ',macrofagos y. granulocitos estimulados con GM-CSF. De ahi que estemos propomendo;

“"un mecanismo alternativo por medio del cual se formen los macréfagos y granuloc1tos en

‘presencm del GM-CSF.

Ll hecho ‘de qie e] GM-CSF tenga como célula-blanco 4l precursor de macr(’)fagos,

"abl_’e dos espectativas en la Hematologia tanto a nivel bdsico como clinico: -
a) identificar al GM-CSF como un M-CSF especifico que estimula al precurs,o’r,de
,H\yaci'érfagos a proliferar y producir un factor semejante al G-CSF, lo cual pone en duda la
éxisténcia de' una célula precursora bipotencial como blanco del GM-CSF; b)

proporcionar una nueva alternativa del proceso de regulacion en la generacién de células

- macrofigicas y granulociticas, asi como su estrecha interrelacidn existente. Lo anterior

serfa de gran importancia para los hematdlogos y oncdlogos, ya que en la actualidad se
- utiliza clinicamente al GM-CSF en la recuperacién de pacientes inmunodeprimidos (111),
pero sin conocer de manera clara el mecanismo de accién de este factor sobre céluiés
" mieloides. Asi, al determinar que el GM-CSF sélo promueve la proliferacion -y
: diférenciacidn de precursores de macréfagos, posiblemente se conseguirfa una mejor
: respuesta de dichos pacientes, al combinar su administracién temprana con factbor'ek's,

Vﬁrrqliferadores de granulocitos como el G-CSF, permitiendo con ello una recuperacién

- mas pronta.
Fmalmente es conveniente remarcar que las contribuciones en investigacion bésica,
% contnbuyen al conocimiento de la forma en que se llevan acabo los procesos bloléglcos

: normalruente y. ésta pueda ser la pauta para comprender como se dan los procesosi"
o patologxcos




' APENDICES

APANDICE 1

" cloruro de Colina

MEDIO MINIMO ESENCIAL DE EAGLE.

' Este medio se utilizé para mantener los cultivos celularesf»f
..en condiciones normales in vitro. El medio esta constltuido
~de los siguientes componentes guimicos. '

. AMINOACIDOS CONCENTRACION
(mg/ml)

S L=Arginina 84.0
(“L-Cistina 62087
L-Glutamina 1 584.0
Glicina 30.0
L-Histidina 54200
L-Isoleucina :105.0
L-Leucina 7105.0
L-Lisina.HCL ©146.0
L-Metionina 30.0"
L-Fenilalanina 66.0
L-Serina 42.0
L-Treonina 85.0
L-Triptéfano : 16.0
. L-Tirosina (Sal Disédi 2104.6 -

L-Valina 94,0
VITAMINAS :

D-Ca Pantotenato

Acido Fdlico
Inositol
Nicotinamida
Peridoxal.HCL
Riboflavina
Tiamina

SALES INORGANICAS

Cloruro de Calcio Anhidro :
Nitrato de Hierro III Monohldratado
Cloruro de Potasio
Sulfato de Magnesio Anhldro f”
Cloruro de Sodio
. Fosfato Monosédico Monohldratad



4500.0
15.0

; Mediante agitacién se diluyen en agua bidestilada 13.4 g/l
~:del medio Eagle en polvo, se adicionan 3.4 g/1 de bicarbonato
~'de sodio, asimismo se agregan antibiéticos: Penicilina G 100
u/ml y Estreptomicina 100 mcg/ml. Posteriormente se afora a
un volumen de 1000 ml y se agita hasta disolver el polvo
procurando no sobreagitar. El pH del medio se ajusta a 6.9 y
se esteriliza por filtracién con biéxido de carbono,
- pasadndola a través de una membrana millipore con poros de
0.22 micras. Finalmente el medio se almacena a 4 °C hasta el
momento de su uso.




Apéndice 2.

'iTECNiCA CITOQUIMICA DE CLOROACETATO ESTERASA.

La técnica de tincidén de cloroacetato esterasa, se utilizd.
para la identificacién de precursores y células maduras
.granulociticas. Se basa en la actividad de enzimas esterasas
presentes en estos tipos celulares, identificada en base a
una coloracién en forma de granulos rojos brillantes en elr
citoplasma de dichas células.

AGENTES QUIMICOS

1. Buffer de Formalin-acetona (pH 6.6). como fijador:

a) Disolver en H20 ~ 300.0 ml
1) Na2HPO4 . . ! 200.0 mg
2) KH2PO4 Gl 1.0 g

b) Adicionar o (Eodde e
1) acetona SR Y5070 ml
2) 40% formalina RO T £ 250.0 ml:

Solucién 2N de Acido Clorhidrico.:(HCL)
a. Disolver 12N HCL -
b. en agua destilada

Solucién de New Fuchsin

a. Disolver New Fuchsin
.. -b. en solucidn 2N de HCL L
Filtrar cuando se haya enfriado.::Cubrir
por: 2 meses. T

Solucién de nitrito de sodio alw4%
“a. Disolver nitrito de sodio -
“b. en agua destilada

“La solucidén se debe refrlgerar (4 10°C) y prebarar
.dlas.

5.

iSolucién New Fuchsin hexazotizada.

La hexazotinizacidén es reallzada al mezclar: volume



{6n"de Napthol AS-D Cloroacetato:

"Disolver naphtol AS-D Cloroacetato 10. 0. mg
. b ‘en N-N, dimethyl formamida 5.0 ml
Estable en refrigeracién (4-10°C). Estable por 2.meses.

‘Buffer fosfato, pH 7.73:

a. Disolver Na2HPO4
b. y KH2PO4

‘c. en agua destilada
:Estable por 6 meses.

8. Hematoxilina de Meyer (Sigma)?
" Procedimiento. »

=1, .Se fija la preparacién con el- buffer de formalln-acetona
por 30 segundos. Se lava con agua y se-deja secar.

2. Se incuba la preparacién fijada a temperatura amblen
'por 30 minutos en: : :

Buffer de fosfato, pH 7.73 9.5 ml
‘Solucidén de New Fuchsin hexazotizada 0.2.-mlk’

(prepar justo antes de usarse) ’ : :
Solucién de naphtol AS-D cloroacetato . =

‘No se filtra la solucién.

3. -Se lava con agua y se contratlne
‘Meyer por 10 min. FEN
4. Se lava con agua y ‘se. deja

ESTA TESIS Mo oeaE
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