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RESUMEN 

Los macrófagos y granulocitos son células sangulneas que participan en la respuesta 
inmune del organismo contra agentes patógenos, su desarrollo y funcionalidad está 
regulado por un conjunto de hormonas hematopoyéticas conocidas como Factores 
Estimuladores de Colonia (CSF's). 

Hasta hace algunos años se había considerado al granulocíto polimorfonuclear (PMN) 
como una célula caduca, incapaz de producción proteica, por el simple hecho de tener 
disminuido tanto ribosomas como el retículo endoplásmico. 

Actualmente existen algunos trabajos en los que se ha demostrado la capacidad de 
síntesis de ARN y proteínas en el PMN. En particular, una área de interés es la 
producción de cítocinas inmunoreguladoras por el PMN. 

Debido a que existe poco conocimiento sobre la función inmunoreguladora del PMN, 
y que en reportes anteriores solo se han llevado a cabo in vilro, en el presente trabajo 
evaluamos la presencia de una Actividad Formadora de Colonia (AFC) tipo CSF en 
PMN's de cavidad peritoneal de ratón retados in vivo con Caseinato de Sodio. 

Los resultados demostraron que el PMN cuando es retado con un agente endotóxico 
tiene la capacidad de producir una AFC de macrófagos, similar a ·ta inducida por el 
Factor Estimulador de Colonias de Macrófagos (M-CSF). Además, utilizando ensayos de 
ELISA se identificó la presencia de M-CSF en Lisados de Granulocitos (LG) a través de 
anticuerpos específicos anti M-CSF. La AFC de macrófagos se vió totalmente inhibida 
cuando se introdujo anti M-CSF en ensayos formadores de colonias (técnica de bicapa), 
pero además, la AFC fue parcialmente inhibida cuando se utilizó anti GM-CSF. Por lo 
tanto, evidenciamos la capacidad productora de CSF' s en PMN's inducidos a la cavidad 
peritonea!. 

Asimismo, se discute que el PMN por ser una de las primeras células en responder y 
migrar hacía el sitio de afección, es lógico pensar que la secreción local de citocinas 
inmunoreguladoras como M-CSF y tal vez GM-CSF puedan ser importantes en la 
iniciación y amplificación de la respuesta inflamatoria y específica. 

Finalmente, el presente trabajo aporta evidencia del papel inmunoregulador poco 
conocido del PMN frente a un reto endotóxico. 
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INTRODUCCION 

La médula ósea es uno de los tejidos más organizados en el cuerpo, y tiene su 
papel principal en la formación de tejido hematopoyético, el cual da lugar a la 
formación de sangre, esta última se compone por plasma y distintos tipos celulares 
agrupados en leucocitos, eritrocitos y plaquetas. 

La formación de células sanguineas maduras se deriva de una población 
totipotencial compuesta de células denominadas "madre o tallo" las cuales están 
localizadas en la médula ósea. Las células "tallo" pueden proliferar y 
comprometerse hacia un linaje determinado dependiendo del estímulo de ciertas 
hormonas producidas por células accesorias medulares (estroma) o extramedulares. 
Las células sanguíneas maduras tienen una vida muy corta, por lo tanto, estas 
poblaciones son continuamente reemplazadas debido a la capacidad de auto­
renovación y comprometimiento de las células "tallo". 

Se han descrito ampliamente diferentes hormonas hematopoyéticas en las dos 
ultimas décadas, éstas han sido purificadas, molecularmente clonadas y expresadas 
en diferentes sistemas para producir cantidades suficientes para uso en investigación 
y recientemente para su aplicación clinica. 

Las hormonas hematopoyétícas comunmente llamadas ahora factores 
estimuladores de colonias o CSFs (del inglés, Colony Stímulatíng Factor), han 
demostrado que regulan la sobrevivencia, proliferación, diferenciación y actividad 
funcional de células sanguíneas sobre todo del linaje míeloide (eritrocitos, 
megacariocítos, granulocitos y macrófagos). 

Los Factores de crecimiento hematopoyéticos más ampliamente conocidos son: 
!) Interleucina 3 o multi-Factor Estimulador de Colonias (IL-3 o multi-CSF), la 
cual participa en estadios iniciales del desarrollo hematopoyético principalmente a 
nivel de progenitores mieloídes; 2) Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos 
y macrófagos (GM-CSF), que actúa en etapas intermedias y terminales del 
desarrollo mieloíde y principalmente de los linajes granulocitico y macrofágico; 3) 
Factor Estimulador de Colonias de Granu!ocitos (G-CSF), y 4) Factor Estimulador 
de Colonias de Macrófagos (M-CSF), los cuales actúan en estadios terminales de 
diferenciación y actividad funcional de granulocitos y macrófagos respectivamente. 

Varios estudios han demostrado que los CSF's son aún más que factores que 
inducen el crecimiento hematopoyético, puesto que ellos también pueden afectar una 
multitud de funciones en células maduras hematopoyétícas y no hematopoyéticas. 
Además, se sabe que numerosas citocínas son liberadas para estimular a las células 
responsables de la respuesta celular y humoral en el sistema inmune, y dentro de 
estas citocínas tenemos también a los factores de crecimiento hematopoyético 
(CSF's), los cuales potencian o incrementan la respuesta de células maduras 
mieloides en el sitio de infección o inflamación. 

Desde hace varios años se sabe que en la respuesta inflamatoria están implicados 
las células sanguíneas, sobre todo aquellas del linaje granulocítíco y macrofágíco en 
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forma inespecifica, y en forma especifica como células presentadoras de antígeno 
(macrófago) y linfocitos T y B, estos últimos son responsables de la respuesta 
celular y humoral (vía la secreción de anticuerpos). Mientras los linfocitos y 
macrófügos han evidenciado que tienen un papel importante en la respuesta inmune 
a través de la secreción de varias citocinas, incluyendo CSFs; los granulocitos 
habían sido considerados como una simple célula fagocítica incapaz de producir 
citocinas. 

Debido a que recientemente se han encontrado algunas evidencias i11 vitro de la 
capacidad de síntesis de ARNm y proteínas sobre todo para ll.-1, receptores de 
complemento y MHC de tipo I por parte de los granulocítos polimorfonucleares 
(forma madura del granulocito neutrófilo); actualmente varios investigadores son de 
la idea de que el polimorfonuclear (PMN) puede tener un papel importante en la 
respuesta inflamatoria e inmune a través de la producción de citocinas 
inmunoreguladoras como los CSF's. Puesto que estas células son las primeras en 
llegar a un sitio de inflamación, se podria esperar que la secreción local de CSFs sea 
importante para la iniciación y amplificación de la respuesta inflamatoria. 

En base a las anteriores evidencias en este trabajo evaluarnos si el PMN cuando 
es retado i11 vivo a través de endotoxina tiene la capacidad de producir alguna 
Actividad Formadora de Colonia (AFC) tipo CSF. 
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MARCO TEORICO 

MEDULA OSEA. 

Localizada en las cavidades de los huesos, la médula representa uno de Jos tejidos 
más grandes y altamente organizados en el cuerpo. Aproximadamente 85 % de la 
cavidad es ocupada por Ja médula, con un remanente 15 % ocupado por hueso 
trabecular tipo esponjoso. Estructuralmente la médula ósea puede ser dividida en 2 
compartimientos: uno extra vascular, el cual es el sitio más imponante de la 
hematopoyesis; y otro intravascular que consiste de delgados vasos sanguíneos 
denominados sinusoides (1). Como hemos visto antes, se ha manejado un concepto 
el cual es de interés en este trabajo: hematopoyesis, el cual puede ser definido como 
una señe de eventos consecutivos, en que a partir de una célula "tallo" pñmitiva da 
lugar a Ja formación de células sanguíneas funcionales ( 1-3). 

Funcionalmente, la médula ósea juega un papel pñncipal en Ja formación del 
tejido hematopoyético (4). Así, la médula contribuye en un adulto normal con 
cantidades producidas y liberadas diariamente hacia Ja circulación de 
aproximadamente 2.5 billones de células rojas, 1 billón de granulocitos y 2.5 billones 
de plaquetas por kilogramo de peso corporal (J,5). 

En el nacimiento, virtualmente todas las cavidades óseas están completamente 
llenas de células hematopoyéticas, pero conforme avanza la edad Jos elementos 
hematopoyéticos (médula roja) son gradualmente reemplazados por tejido adiposo 
(médula amañlla), particularmente en las cavidades peñféñcas óseas (J). En el 
adulto, la médula hematopoyética se encuentra sólo en esternón, costillas, vértebras, 
claviculas, cráneo, pelvis y en Jos extremos proximales (epífisis) de huesos largos 
como fémures y húmeros (3-5). 

Para que la médula ósea funcione adecuadamente es necesaria Ja presencia de Jos 
siguientes elementos (revisada en referencia 4): 
1) Vitamina B 12 y ácido fálico para la síntesis de ácidos nucleicos. 
2) Hierro para síntesis de hemoglobina por parte de las células rojas y la adición de 
proteinas, Jípidos y azúcares necesarios para Ja síntesis celular. 
3) Un micro ambiente especializado en Ja médula ósea. 
4) Función normal de células "tallo" (células totipotenciales) para generar la 
formación de todos los linajes celulares sangulneos. 
5) Regulación de una vañedad de hormonas hematopoyéticas específicas 
(Eñtropoyetina, G-CSF, M-CSF, reguladores de células tallo etc.). 
6) Otras hormonas que pueden afectar Ja función medular. Andrógenos , que 
estimulan eñtropoyesis y posiblemente progenitores no eritroides. Estrógenos, 
inhiben la trombopoyesis y granulopoyesis. Glucocorticoides, en dosis fisiológicas 
no influye materialmente en la hematopoyesis, sin embargo en altas dosis puede 
producir una eritrocitosis y ocasionalmente trombocitopenia. Hormona del 
crecimiento, Ja cual estimula la producción de células rojas. No obstante, poco es 
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conocido acerca del mecanismo de acción de estas hormonas en células de médula 
ósea. 
7) Inhibición (feedback) de la producción de células de médula ósea. Los neutrófilos 
maduros ejercen un control negativo en granulopoyesis, lo cual puede involucrar 
lactoferrina. Un proceso similar puede existir en la producción de plaquetas; 
mientras que la saturación de oxígeno en el tejido inhibe la producción de 
eritropoyetina y como consecuencia eritropoyesis. 

La médula ósea no sólo está compuesta por células "tallo" y progenitores 
hematopoyéticos en varios tstadios, existen a su vez un tipo de células 
especializadas que en conjunto se denominan células estromales, éstas en Ja última 
década han sido bastante estudiadas, principalmente en el contexto del papel que 
juegan en la regulación i:le las células "tallo" y su progenie en la médula ósea (6-9). 
Se ha determinado que las células estromales funcionan fisicamente como una matriz 
de soporte, pero su función más importante es que poseen la capacidad de regular Ja 
producción de células sanguineas a través de la síntesis y liberación de hormonas 
hematopoyéticas, que influyen en el crecimiento y maduración de las células 
primitivas formadoras de sangre (10,11). 

Las células estromales están compuestas por células macrofiígicas, células tipo 
fibroblásticas y endoteliales principalmente (1, 12). Sin embargo, existen otros tipos 
celulares que tal vez no tengan influencia directa o por lo menos no se ha 
determinado sobre células formadoras de sangre, pero forman parte del 
microambiente hematopoyético especializado, estas células son: los osteoclastos, 
osteoblastos, y lipocitos (adipocitos) los cuales comprende'!.. la mayoría de la 
médula ósea amarilla, no obstante, estos últimos tipos celulares juegan un papel 
importante en las funciones óseas, como la formación de hueso y resorción de calcio 
(1,13). 

Así Ja médula ósea es un tejido que posee el microambiente favorable para 
sostener y controlar Ja proliferación, y la maduración (diferenciación) de las células 
sanguíneas según las necesidades corporales durante toda Ja vida (12, 13). 

HEMA TOPOYESIS 

La hematopoyesis como ya la habíamos definido antes, es el "simple" proceso de 
formación de células sanguíneas funcionales (1-3). 

En el humano, las células sanguíneas tienen su génesis en las primeras semanas de 
vida intrauterina (3). La hematopoyesis comienza en la segunda semana de vida 
embrionaria en el mesénquima, en donde se desarrolla una red confluente de vasos 
sanguíneos que se anastomosan y se dirigen al saco vitelino, donde también existe 
hematopoyesis embrionaria. A partir de la sexta semana de vida intrauterina, se 
forma un endotelio que rodea todo el sistema hematopoyético y aparecen focos 
genninativos en el bazo y en el hígado, que es el centro principal de la 
hematopoyesis, predominando la eñtropoyesis, seguida por la mielopoyesis y la 
magacariopoyesis, y por último los macrófagos (1-3). 

Apartir de la segunda semana de vida fetal, la hematopoyesis aparece en la 
médula ósea de Ja clavícula y otros huesos, y es el centro hematopoyético más 
importante en la segunda mitad de la gestación y de Ja vida postnatal. Después del 
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nacimiento decae la hematopoyesis del hígado y el bazo, y conforme el individuo se 
desarrolla, la cavidad medular del esqueleto aumenta y la grasa sustituye a la mayor 
parte de la médula ósea activa en el esqueleto periférico (2,3,5). 

Las sangre es uno de los tejidos que en comparación de los demás en el cuerpo es 
de una consistencia coloidal, formada por un fluido (principalmente agua) 
denominado plasma, en el cual están embebidas diferentes sustancias nutritivas y 
hormonas. Además del plasma, la sangre contiene varios tipos celulares, los cuales 
desempeñan diferentes funciones a través de la circulación en el sistema vascular. 
Asi , las células sanguíneas llevan a cabo funciones tales como el transporte de 
oxigeno, sustancias nutritivas, productos de excreción y desecho del metabolismo, y 
defensa contra agentes patógenos o nocivos para el organismo (14-16). 

Las células sanguíneas se dividen en tres grupos: 1) eritrocitos, los cuales se 
encargan del transporte de hemoglobina, la cual sirve para fijar al oxígeno 
permitiendo llevarlo así a todo el organismo; 2) plaquetas, no son células como tal, 
pero se derivan de células gigantes denominadas megacariocitos, en sí las plaquetas 
son corpúsculos que realizan la función de coagulación a través de un tapón fisico y 
de ciertos factores denominados de coagulación que son secretados por ellas y el 
endotelio vascular; y 3) leucocitos, quienes se encargan de la defensa del organismo 
y del desecho de células senescentes y malignas (14, 17, 18). 

Los leucocitos agrupan literalmente a tres tipos celulares: 1) linfocitos, los cuales 
componen el sistema inmune llevando a cabo la respuesta especifica, a su vez se 
dividen en linfocitos T y B, los primeros son responsables de la inmunidad celular y 
los últimos son los productores de anticuerpos llevando a cabo la inmunidad 
humoral; 2) macrófagos, en sangre periférica son llamados monocitos, pero cuando 
abandonan el torrente sanguíneo se convierten en macrófagos, los cuales completan 
el cuadro del sistema inmune, estas células eliminan por fagocitosis a 
microorganismos patógenos, cuerpos extraños y células senescentes; y 3) 
granulocitos, que dependiendo de sus propiedades de tinción pueden clasificarse en 
neutrófilos, eosinófilos y basófilos, todos ellos se ha visto que tienen la capacidad de 
fagocitar, pero los basófilos y eosinófilos tienen funciones muy especializadas y 
normalmente en sangre periférica son poco observables {16-19). 

La mayor población de los granulocitos está dada por los neutrófilos 
polimorfonucleares o polimorfos, los cuales representan la forma madura de este 
tipo de granulocito, éstos engloban, lisan y digieren bacterias a través de sus 
numerosos lisosomas y vesículas secretoras (gránulos). Los granulocitos son células 
de vida corta y normalmente mueren durante el ataque al agente infeccioso (20). 

Las células sangu!neas maduras tienen una vida limitada, y son incapaces de 
renovarse por si mismas. El reemplazamiento de células hematopoyéticas periféricas 
gastadas, es la función de elementos primitivos denominados células "madre o tallo". 
Las ce\u\as sanguíneas no se originan por oleadas, y con excepción de linfocitos T 
que maduran en el timo, las demás células permanecen en la medula ósea hasta 
completar su maduración (21 ), por lo tanto en la médula podemos observar todos 
los tipos celulares y en diferentes estadios (ver Figura 1). 

Han sido propuestas dos teorías divergentes sobre las células tallo, la teoria 
monofilética y la teoría polifilética. La primera propone una célula precursora común 
para todas las células sanguineas; la celula tallo totipotencial, que bajo la influencia 
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Figuro 1: Diagrama de un modelo hematopoyético. En el diagrama ilustramos el principio 
aceptado generalmente, de que a partir de una célula tallo común puede originar a todas las células de la 
sangre. El eje principal lo constituye la célula madre o tallo totipotencial, esta célula da origen por un 
lado a la célula tallo linfoide y por otro a la célula lallo micloide. Esta Ultima ha sido llamada Unidad 
Formadora de Colonia del bazo (CFU-S, del inglés Colony Fonning Unit-Spleen) , Unidad Formadora 
de Colonia de Granulocitos Eritrocitos M.acrófagos Megacariocitos (CfU-Ofil,.fp\.t, del inglés Colony 
Fonning Unit·Granulocyte El)trhoid M.acrophage McgakariOC)1e) en los sistemas de cultivo in \•Uro. En 
et diagrama se incluyen factores de crecimiento hcmatopoyéticos, corno los factores estimuladores de 
colonias (CSPs), interlcucinas (lL's), EriUopoyetina (EPO) y Trornbopoyctina , y su acción en los 
diferentes ni\'clcs de maduración de las C:lulas hcmatopoyéticas y linfoides. 
CFU-8: Unidad Formadora de Colonia de Estallido Eritroide. CFU-E: Unidad Formadora de Colonia 
Eritroide. CfU-GM: Unidad Formadora de Colonia de Granulocitos y Macr6fagos. CFU-G: Unidad 
Formadora de Colonia de Granulocitos. CFU·M: Unidad Formadora de Colonia de Macrófagos. CFU· 
Eo: Unidad Forma.dora de Colonia de Eosinófilos. CFU-Bas: Unidad Formadora de Colonia de 
Basófilos. CfU-Meg: Unidad Formadora de Colonia de Megacariocitos (Tomada de referencias 22-28). 
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de factores humorales, puede renovarse por sí misma, prolíferar y díferencíarse a 
todas las líneas celulares hematopoyéticas. En contraste, la teoría polífilética 
propone la existencía de una célula tallo para cada típo celular sanguíneo (29). 

Ti// y MacCulloch (1961) fueron de los primeros que aportaron las evidencías 
ínicíales de la existencia de una célula precursora totípotencial. Ellos demostraron el 
potencial de células "tallo" al irradiar letalmente a ratones para destruir todas las 
células hematopoyéticas. La muerte de los animales podía evitarse sí éstos eran 
transfundídos con suspensiones celulares de médula ósea normal de ratones 
donadores (30). 

En el estadío temprano de recuperacíón, los bazos y médulas de los animales 
transfundídos mostraron estadios tempranos de prolíferacíón, nódulos 
macróscopicos de células hematopoyétícas en proceso de prolíferación. En los 
primeros 7 a 10 días cada uno de los nódulos tuvieron sólo una línea celular 
(eritrocítos, míelocítos o megacariocítos), y los nódulos presentes en el dia 14 
mostraron poblacíones celulares mezcladas. Las células que formaron colonías se les 
llamó unidad formadora de colonias del bazo CFU-S (del inglés, Colony Formíng 
Units - Spleen). Esto sugírió que quízás los nódulos que aparecen en el día 7 (7-10 
días), estuvieron formados de más células tallo unipotencíales comprometidas 
maduras, míentras que los nódulos del día 14 fueron derivados de una célula tallo 
totípotencíal más primítiva (30). 

Experimentos adícionales proporcionaron evidencías dírectas sobre la existencia 
de células tallo totipotenciales, en donde células de médula ósea normal se írradíaron 
severamente, lo suñcíente para causar daño cromosómíco (aberracíones). Las células 
irradiadas fueron transfundidas a ratones letalmente irradiados, observándose que 
tenían la capacídad de formar varios tipos celulares sanguíneos con las mismas 
aberracíones cromosómicas en nódulos del bazo. Además, suspensiones celulares de 
los bazos podían ser inyectados en ratones letalmente írradiados y generar nódulos 
de células con aberración similar (31 ). Sin embargo, las CFU-S sólo tenían la 
capacidad de generar células míeloídes, y no línfoíde (32). 

Otros estudíos a través de marcadores cromosomales únicos, y utílizando el 
ensayo de CFU-S han evidenciado que las células mieloides y línfoides 
probablemente tienen una célula progenítora común, capaz de generar CFU-S y 
progenitores línfoídes (33). 

Por lo tanto, las evidencías experimentales apoyan fuertemente a la célula tallo 
monofilétíca. En base a estas evidencías, las células hematopoyéticas pueden ser 
dividídas en tres compartimentos dependiendo de la madurez (24,34). 

En orden de maduración, estos compartimíentos son: 
1) Células totipotenciales primitivas, capaces de auto-renovarse y diferenciarse a 

todas las líneas celulares sanguíneas, 
2) Células progenítoras comprometidas, destinadas a desarrollarse a diferentes 

tipos celulares, 
3) Células maduras con funcíones especializadas que dismínuyen la capacídad de 

proliferacíón. 
Por lo tanto, de esta forma se pudo determinar las características de las células 

progenítoras como son: auto-renovacíón, produccíón de progeníe díferenciada, y 
alta capacídad de proliferacíón y auto-regulacíón (29,31,35). 
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A mediados de los 60's se empezaron a desarrollar métodos para el cultivo de 
células hematopoyéticas de médula ósea de ratón, esto pudo lograrse a través de 
técnicas de cultivo i11 vitro en un medio semisólido (agar). Estas técnicas 
introducidas por P/11:11ik y Sachs en 1965 (36), y por Bradley y Metcalf en 1966 
(37), dieron lugar a grandes avances en el conocimiento de los fenómenos que 
caracterizan a la hematopoyésis. En estos trabajos se evidenció que no bastaban las 
condiciones nutricionales habituales para el desarrollo de células progenitoras 
hematopoyéticas, sino que era necesario incluir suero, proteina de orina o medio 
condicionado (sobrenadante de un cultivo de células en forma liquida) de ciertos 
tipos celulares previamente determinados (23). 

Por otra parte, existe.n dos escuelas : una deterministica y otra estocástica en lo 
que se refiere a la diferenciación de la célula tallo. La visión deterministica sostiene 
que las influencias exteriores (incluida señales hormonales) dirigen la diferenciación 
de la célula tallo o madre (38); mientras que la estocástica defiende la visión de que 
la decisión para autor-enovarse o diferenciarse, así como el linaje a seguir. ocurre al 
azar (29,39). 

Para discernir las anteriores visiones, Ogawa desarrolló métodos de cultivo de 
células primitivas de médula ósea, determinando que el desarrollo de colonias hacia 
cierto linaje se llevaba de una forma al azar, inclusive al separar células de esas 
colonias y colocarlas en otros cultivos, éstas presentaban el mismo comportamiento 
(29). 

De acuerdo con el modelo deterministico, el entorno quirnico dirige la 
diferenciación de las células madre, o las compromete al menos a una via de 
desarrollo. Las células de soporte (estroma) y varias moléculas que se unen a tas 
células madres, podrian aportar señales para su diferenciación, de tal forma que 
cuando tas colonias son estudiadas sin tejido de soporte, estas señales no son 
detectadas (38). 

Las señales involucradas en et modelo deterministico, podrian ser la expresión de 
receptores, de tal manera que la célula tallo pueda determinar su diferenciación 
dependiendo de ta señal hormonal. Sin embargo, lo que regula ta expresión inicial de 
estos receptores o los tipos, es aún desconocido (38). 

De los modelos manejados, lo más probable es que no se contrapongan, sino que 
existan ambos mecanismos, por to que ambos modelos continúan produciendo más 
evidencias. 

FACTORES DE CRECIMIENTO HEMATOPOYETICO (CSF's). 

El estudio de los factores humorales que controlan el desarrollo y ta maduración 
de las células hematopoyéticas se inicia a principios de este siglo, cuando en 1906 
Camot y Dejla11dre describen a ta eritropoyetina como el factor responsable de la 
proliferación y la diferenciación de tas células rojas o eritroides (40). 

Posteriormente pasarla más de medio siglo para que el estudio de las moléculas 
implicadas en et crecimiento y desarrollo hematopoyético fuera nuevamente 
considerado. En esta etapa destacaron hechos importantes como: el desarrotto de 
técnicas de cultivo de células progenitoras hematopoyéticas en matrices semisótidas 
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y la identificación de factores solubles en sobrenadantes de células estromales con 
capacidad en la proliferación de células hematopoyéticas (36,37). 

Hoy en dia se conocen alrededor de 20 factores que están implicados en la 
regulación de las células hematopoyéticas y linfoides. Aquellas que regulan el tejido 
linfoide se denominan interleucinas (IL's, del inglés lnterleukin}, y los que regulan el 
tejido hematopoyético o mieloide son llamados factores estimuladores de colonia 
(CSF's, del inglés Colony Stimulating Factor) (41). 

Los CSF's e IL's, a pesar de que se han definido literalmente como reguladores 
rnieloides o linfoides respectivamente, ambos tipos pueden colaborar en forma 
cruzada a lo largo de la proliferación y diferenciación de las células sanguíneas 
(véase Figura 1) (39). 

De esta manera, a continuación se hace una descripción de los aspectos más 
relevantes de los factores que están implicados directamente en la regulación de 
células mieloides (principalmente de granulocitos y macrófagos) (Cuadro 1 ). 

Multi CSF o IL-3. 

El factor comunmente referido como lnterleucina 3 (IL-3) o multi-CSF ha 
indicado que juega un papel central en regular la producción de todos los tipos 
celulares sanguíneos incluyendo, macrófagos, megacariocitos, células cebadas o 
basófilos (mas!), eosinófilos, neutrófilos, eritroblastos y probablemente precursores 
de células T y B (42). 
Propiedades: La IL-3 es un monómero de 23 a 32 Kd para el ratón (43), mientras 
que la molécula humana es de alrededor de 15 a 17 Kd (44), aproximadamente 40-
50 % de su masa es debida a carbohidratos (43). Análisis de IL-3 sintetizada en 
bacterias ha mostrado que la porción de carbohidratos no es necesaria para su 
acción i11 vitro o in vivo (45). 
Gen y ARNm: El gen de IL-3 tiene mayor divergencia evolutiva que otros genes de 
factores hematopoyéticos; la molécula de ratón es 54 o/o homóloga a la de rata a 
nivel de proteina ( 46), la de ratón y gibón son 29 %, y la de gibón y humana son 93 
o/o (47); debido a la baja homología no existe reactividad cruzada entre especies 
(humano a ratón y viceversa) ( 43). Sin embargo, 2 de los 4 residuos de cisteinas de 
IL-3 de ratón están presentes en la molécula humana, indicando la existencia de un 
puente disulfuro importante en la estructura proteica ( 48). 

El gen de la lL-3 está localizado en el cromosoma 5 (5q 23-31) para el sistema 
humano (49), y para el ratón en el cromosoma 11 ( 11 subbanda Bl) (50). El gen 
posee 4 intrones y en conjunto tiene 2 200 pares de bases (en humano), y el ARNm 
tiene una longitud de alrededor de 1000 bases, y la proteína madura consta de 133 
aa (aminoácidos) en la molécula humana ( 44), y 140 aa en rata y ratón ( S 1). 
Fuente· Normalmente la fuente celular predominante son los linfocitos T activados 
(52), y en otros tipos celulares normales no linfoides se han detectado actividades 
tipo IL-3, sin embargo, los datos presentados no son concluyentes ya que dichas 
actividades no fueron purificadas y los ensayos fueron indirectos (51 ). En células 
leucémicas se han detectado altas concentraciones de IL-3, como es el caso de 
WEHl-3B (mielomonocitica), la cual fue utilizada para la identificación, 
caracterización y posteriormente clonación de IL-3 {53-55). 

10 



CUADRO 1 Algunas caracteristicas de 
estimuladores de colonias. 
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Funciones: En cultivos de médula ósea o células del bazo la IL-3 estimula 
primariamente la formación de colonias tipicas de granulocitos y macrófagos. Sin 
embargo, una pequeña proporción de las colonias formadas son de células mast 
(basótilos). eosinófilos, megacariocitos y células eritroides (principalmente 
precursores). Por lo tanto se ha inferido que la IL-3 tiene un amplio rango de células 
responsivas, lo cual incluye a precursores multipotenciales (56,57). Normalmente las 
células tallo primitivas permanecen en un estado no proliferante y no son 
dependientes de Il..-3 para su sobrevivencia (58). Sin embargo, en el punto en el cual 
las células responden a Il..-3, estas células parecen ser dependientes de JL-3 para su 
sobrevivencia (53). Estudios i11 vitro utilizando condiciones libres de suero han 
demostrado que la eficiencia con la que soporta la diferenciación de colonias 
hematopoyéticas es mucho menor de la que se presume (59), por lo tanto son 
necesarios más análisis para esclarecer el papel de IL-3 en la diferenciación. 
Receptores y señal de transducción: Los receptores de IL-3 están presentes en 
progenitores hematopoyéticos y ciertas leucemias mieloides. El receptor es un 
dímero (cadena a. y Jl) en células humanas, la cadena ll participa con la cadena a. de 
IL-3, y con la cadena a. de los receptores para GM-CSF e IL-5 . En células de ratón 
el receptor tiene sólo una cadena Jl la cual es similar con receptores de GM-CSF e 
IL-5 (44). La cadena a. está definida como de baja afinidad, y la interacción de la 
cadena a. y ll como de alta afinidad (60). Con respecto a la densidad existen pocos 
datos en células normales, probablemente posean en promedio alrededor de 1000 
receptores o menos (61). El peso molecular es de 110-130 (70 Kd solo la cadena Jl). 
El receptor para IL-3 posee 597 aa (en humano) y es regulado negativamente por su 
propia molécula (44). Estos receptores al igual que los de CSF's (menos el receptor 
para M-CSF) pertenecen a la familia de receptores hematopoyéticos o 
hematopoyetinas (62). 

Con respecto a la señal de transducción de IL-3, no existe un consenso general en 
los eventos intracelulares que se desencadenan, existen algunas evidencias las cuales 
implican a "Tirosina Cinasa". Sin embargo, la ausencia de un dominio de "Tirosina 
Cinasa" en la secuencia de aminoácidos del receptor de IL-3 sugiere que dicha 
activación ocurre como un mecanismo de transducción alternativo (62). 
Uso clínico: La utilización de IL·3 in l'ivo funciona como una proteína única entre el 
sistema inmune y hematopoyético estimulando la generación y la función de células 
sanguíneas ( 44). Los datos en humanos son limitados, únicamente se poseen en 
ratones y en primates no humanos, en ellos se ha observado que incrementa el 
número de células hematopoyéticas multipotenciales, células progenitoras, células 
mast en piel, bazo, higado; y basófilos, eosinófilos (45,63), y algunos estudios han 
revelado que incrementa monocitos y neutrófilos en sangre periférica (64). También 
estimula megacariocitos y sus precursores, y probablemente en combinación con 
otras citocinas pueda liberar plaquetas, indicando que la administración /11 1·ivo en 
combinación con factores de linaje especifico (G-CSF, M-CSF y GM-CSF) puede 
ser necesario para un efecto estimulatorio máximo (65). No obstante que en células 
humanas ha dado poco resultado, la IL-3 puede tener potencial clínico en 
hematopoyesis, leucemias y en enfermedades infecciosas (44). 
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GM-CSF. 

El Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macrófagos (GM-CSF) fue 
uno de los primeros factores de crecimiento hematopoyético en ser descrito, 
purificado y molecularmente clonado (66-69). El GM-CSF fonna parte de un grupo 
de glicoproteínas denominados Factores Estimuladores de Colonias (CSF); 
inicialmente definido en ensayos in vitro como un factor de crecimiento capaz de 
soportar el desarrollo clona! de progenitores hematopoyéticos de los linajes 
granulocito y macrófago. Por lo tanto actúa en regular la producción, maduración y 
actividad funcional de neutrófilos (granulocitos) y manocito-macrófago (70-73). En 
su aparente especificidad, el GM-CSF también posee la habilidad de estimular 
progenitores de eosinófilos y megacariocitos, asi como la iniciación proliferativa de 
progenitores eritroides primitivos y algunas células progenitoras multipotenciales 
(74-76). 
Propiedades: El GM-CSF es una molécula polipeptídica de una simple cadena, su 
masa molecular predicha a partir de la cadena de DNA es aproximadamente de 14 
Kd, pero la molécula glicosilada para ratón y humano está alrededor de 23 Kd (77), 
aunque se han observado formas de mayor peso lo cual implica glicosilación o 
variantes de agregación. La presencia o ausencia de glicosilación no afecta la 
actividad biológica in vitro y probablemente decrece la afinidad de GM-CSF a sus 
receptores (78), pero la presencia de glicosilación está implicada en la estabilidad y 
solubilidad de la molécula (79). Esta molécula posee dos puentes dísulfuro, 
encontrándose que la primera cisteina enlaza con la tercera y la segunda con la 
cuarta (80). 

El GM-CSF de ratón y humano solo comparten alrededor de un 56 % de la 
secuencia de aminoácidos, y así el GM-CSF es uno de los factores de crecimiento 
rnieloide menos conservados; debido a la baja identidad no existe actividad cruzada 
entre especies (humano a ratón y viceversa) (68,69,81 ). 
Gen y ARNm: El gen que codifica esta glicoproteína está localizada en el 
cromosoma 5 (5 q21-31, es decir brazo largo del cromosoma Sq, de la región 2 a la 
3 y de la banda 1 a la 2 de las respectivas regiones) para el sistema humano (82,83), 
y para el ratón en el cromosoma 11 (sub-banda B 1) (84). Está compuesto por 4 
exones y 3 intrones que en conjunto hacen que el gen tenga una longitud de 2500 pb 
(pares de bases). El ARNm tiene una longitud de aproximadamente 780 bases (85), 
y la proteina madura consta de 124 aa en ratón y 127 aa en el sistema humano 
(67,69). 
Fuente: El GM-CSF es producido por múltiples tipos celulares, incluyendo 
endotelio, fibroblastos, células estromales de médula ósea, epitelio, macrófagos y 
linfocitos T y B (67,71,77,86,87). Nonnalmente la transcripción y síntesis de GM­
CSF ocurre en bajas concentraciones y esta citocina no es detectable en el plasma u 
orina, pero los niveles pueden incrementarse en respuesta a endotóxinas. citocinas 
(IL-1), antígenos (en el caso de linfocitos T) o agentes inflamatorios (66, 77,88). La 
vida media en el plasma humano es de 1 a 3 horas (89). 

Se ha reportado que existen factores que regulan negativamente la producción de 
GM-CSF, entre ellos tenemos a citocinas, interferones en altas dosis, lactoferrina, 
transferrina, 1, 25-(0H), vitamina D, prostaglandinas y etanol (90-94). 
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Funciones: Estudios in vitro indican que el GM-CSF estimula la proliferación de 
células precursoras de granulocitos y macrófagos, la concentración determina la 
proporción de células en ciclo, y su tiempo en número total y progenie producida 
(66,67,89). Cuando las concentraciones son incrementadas progresivamente el GM­
CSF produce estimulo proliferador efectivo para eosinófilos, megacariocitos, 
eritrocitos y células progenitoras multipotenciales (72,74, 75,95). Su estímulo 
funcional incluye fagocitosis, citotoxicidad y la sintesis de productos macrofágicos 
tales como PGE, IFN-y, TNF, Activador Plasminógeno y otros CSF's (96-98). 

El GM-CSF muestra una aditividad o sinergismo con otros factores de 
crecimiento hematopoyéticos para completar la diferenciación hacia células maduras 
(99, 100). Además tiene un efecto aditivo con multi-CSF o IL-3 en estimular 
máximamente en número eosinófilos, eritrocitos y megacariocitos 
(28, 75,99, 101, 102). 
Receptores y señal de transducción : El GM-CSF posee dos tipos de receptores 
membranales, uno denominado cadena alfa (de baja afinidad) y otro llamado cadena 
beta o de alta afinidad (62). Sin embargo, por si mismo sólo existe la cadena alfa, y 
la unión de esta última con la cadena beta determina la alta afinidad. Estudios con 
células de médula ósea han demostrado que la cadena beta solo se presenta en 
ciertas poblaciones y en bajas cantidades; por ejemplo, los granulocitos neutrófilos 
poseen 2304 sitios por célula de los receptores llamados de alta afinidad, y los 
monocitos 10 000 sitios por célula de receptores de baja afinidad (103). Por otro 
lado, se ha reportado que existe competencia por la cadena que determina la alta 
afinidad (cadena beta), puesto que la IL-3 y la !L-5 poseen una cadena análoga a la 
cual unen, esto se ha observado principalmente en eosinófilos (104). Con respecto al 
peso molecular no se ha llegado a un acuerdo, algunos lo determinan alrededor de 
los 85 Kd (105), otros de 80,100 o 135 Kd (103). Los receptores de GM-CSF están 
ubicados dentro de la familia de las hematopoyetinas, la cual incluyen los receptores 
de otras interleucinas y factores de crecimiento hematopoyéticos (62). 

Por otra parte, muy poco es conocido acerca de los eventos intracelulares 
involucrados después de la unión del GM-CSF a su receptor; cuando los 
progenitores mieloides (macrófagos o neutrófilos) se exponen a GM-CSF 
incrementan la utilización de glucosa, ATPasa Na• - K• , liberación de 
prostaglandina E, ácido araquidónico, productos de lipoxigenasa, sintesis de ARN , 
sintesis de proteínas nucleares, y expresión de ARNm para c-myc, e-Jos y c-myb 
(94). Recientes estudios de vías de transducción han sugerido que GM-CSF parece 
no activar calcio fosfolipidico dependiente de Proteina Cinása C (PKC), flujo de 
calcio, liberación de inositol trifosfato, o cambio de pH intracelular. Sin embargo, 
existen otras evidencias en el cual la señal difiere entre poblaciones celulares, 
mientras que en neutrófilos aumenta la guanilato ciclasa y disminuye el adenilato 
ciclasa, en macrófagos aumenta esta última (94, l 05). Por lo tanto, es necesario 
conocer más acerca de los eventos intracelulares que se desencadenan. 
Uso clinico: El aislamiento de ADN recombinantc ha permitido por un aparte la 
biosíntesís de cantidades suficientes de proteína para uso en investigación y 
tratamiento clinico (89, 106). Desde finales de 1985 se decidió iniciar la aplicación de 
factores de crecimiento hematopoyéticos en el tratamiento de ciertos trastornos 
hcmatológicos, entre ellos el que más se ha utilizado es el GM-CSF ( 106, 107). 
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Actualmente el GM-CSF a tomado el primer lugar, por ser el factor que más se 
ha utilizado en trastornos nc:rrmtológicos, como son: Anemia aplásica y congénita, 
tratamiento postradiación, sindromes mielodisplásicos, SIDA, sarcomas y 
transplante de médula ósea (108-112). En un futuro no muy lejano se espera que 
este factor pueda ser utilizado en la mayoria de las enfermedades hematológicas y 
qu}mioterapia contra el cáncer (106, 110). 

G-CSF. 

El Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos (G-CSF) fue originalmente 
descrito en ratón como un factor capaz de generar predominantemente colonias de 
granulocitos en cultivos semisólidos de progenitores hematopoyéticos (66), y 
producir diferenciación en células leucémicas mielomonociticas (WEl:Il-3B) (113). 
Durante su caracterización ha recibido varios nombres como CSF-fl, pluripoyetina 
(pCSF) y actualmente G-CSF (114-115). 
Propiedades: El G-CSF es una molécula polipeptidica de una simple cadena, su 
masa molecular es de 19.6 Kd por SDS-PAGE y 32 Kd por filtración en gel; la 
diferencia de peso es debida principalmente a variantes de glicosilación y métodos de 
identificación (116, 117). AJ igual que otros factores expresados en bacterias 
(recombinantes) el G-CSF no modifica su actividad biológica cuando no está 
glicosilado (118). Posee dos puentes disulfuro, y a través de ellos estas moléculas 
estabilizan su estructura y resistencia a varios agentes (algunas proteasas, alta 
temperatura, solventes desnaturalizantes, pH extremo), cuando se rompen los 
puentes la molécula pierde toda actividad biológica (119). 

El G-CSF de ratón y humano comparten alta homologia a nivel de proteina, por 
lo que existe reactividad cruzada entre especies, es decir, la molécula humana tiene 
actividad biológica en ratón y viceversa, además el efecto no se ve modificado (114). 
Gen y ARNm: El gen del G-CSF esta localizado en el cromosoma 17 (17 q21-22) 
en el sistema humano (120) y en el cromosoma 11 (en la parte media distal) en ratón 
(121). El gen posee 4 intrones y 5 exones, y en conjunto alrededor de 2500 pb, su 
ARNm tiene una longitud de 1600 b (116), y la proteina madura consta de 174 aa 
cuando se purifica del medio condicionado de la linea de células de carcinoma de 
vejiga 5637 (humana) (115), pero cuando se purifica del medio condicionado de la 
línea de células de carcinoma escamoso CHU-2 (humana) la proteina consta de 
177aa (122). Esta diferencia en longitud probablemente se deba a un mecanismo de 
empalme alternativo ( 117). 
Fuente: Se ha observado que casi todos los tejidos de ratón cuando se cultivan 
producen G-CSF, ésta se mantiene por varios dias y la producción puede ser 
inhibida por inlúbidores de sintesis proteica (123). Pero entre las células que secretan 
mayor cantidad de este factor están los monocitos-macrófagos (124), las células 
endoteliales (125) y fibroblastos (126), quienes pueden ser inducidas a expresar 
ARNm y/o proteína. Lineas celulares han mostrado que secretan G-CSF, ejemplos 
son: la linea de células de carcinoma de vejiga 5637 (115), la de células de 
carcinoma escamoso CHU-2 (122) y la WR19M.1 la cual ha sido recientemente 
reportada por nuestro grupo (127). Se ha reportado que endotoxinas, TNF e IL-1 
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han mostrado que ejercen liberación de G-CSF en células endoteliales, fibroblastos y 
células estromales de médula ósea (125, 126, 128). La producción de G-CSF puede 
ser suprimida por PGE2 ( 116). 
Funciones: La acción primaria de G-CSF es el de estimular la formación de colonias 
granulociticas a partir de precursores de médula ósea (113, 1l9, l 23). Por otra parte, 
el G-CSF ha demostrado que cuando se utiliza a concentraciones bajas 
exclusivamente forma colonias pequeñas de granulocitos, pero a medida que se 
incrementa la concentración puede formar un 10 % de colonias de macrófagos y un 
20 % de colonias mixtas (granu!ocitos y macrófagos) (129). En condiciones libres 
de suero el G-CSF sólo estimula la formación de granulocitos a cualquier 
concentración (130). No es muy clara la acción del G-CSF sobre precursores de 
macrófagos o de otros linajes, lo más probable es que el G-CSF tenga efecto sobre 
células accesorias para producir otros factores, sin embargo la acción directa o 
indirecta es importante para considerar la evaluación de G-CSF en animales 
inyectados o tratamientos clinicos (129). 
Receptores y señal de transducción: El receptor de G-CSF se expresa no sólo en 
células progenitoras sino en neutrófilos maduros (131), y en células no 
hematopoyéticas tales como células endoteliales, placenta, adenocarcinomas de 
colon y células pequeñas de carcinomas de pulmón (132-135). Un limitado número 
de estudios han demostrado que células del linaje neutrofilico tienen una simple clase 
de sitios de unión (300 a 2000 por célula) (133). Sin embargo, estudios de 
entrecruzamiento con G-CSF marcado han mostrado que se une a un receptor de 
150 Kd, pero en ensayos similares en membranas placentarias s~ ha observado que 
esta molécula une a un receptor de 120 Kd sugiriendo una mayor complejidad en su 
composición (133, 136). Los dos tipos de receptores han sido identificados y 
molecularmente clonados, observándose que ambos son similares en sus dominios 
extracelulares y transmembranales, pero difieren en longitud en su dominio 
citoplasmático (137,138). Se ha postulado, por analogía con el receptor de PRL 
(prolactina), que la forma pequeña funciona en el transporte del ligando y la más 
larga en la señal de transducción (139). Se ha descubierto un tercer tipo de receptor 
el cual es liberado, y se ha especulado que esta forma secretada puede jugar un papel 
importante en la regulación de los niveles de G-CSF en el suero (138). 

Poco es conocido acerca del mecanismo de transducción del G-CSF en la señal 
de proliferación o diferenciación de neutrófilos. El hecho de haber encontrado que 
en algunas lineas el G-CSF induce proliferación y en otras diferenciación sugiere que 
este factor estimula la proliferación y la diferenciación bajo diferentes mecanismos 
de transducción, y tal vez cuando se forma el complejo ligando-receptor éste actúe 
con una subunidad diferente como sucede con JL-6, ya que ambos receptores son 
muy parecidos (140, 141). Con lo reportado hasta ahora uno de los receptores de G­
CSF ha presentado un sitio potencial de fosforilación "Proteína Cinasa C" (PKC) 
(137). 
Uso clínico: La habilidad de G-CSF para modular la producción y estado funcional 
de neutrófilos es potencialmente muy importante para la medicina clinica en los 
siguientes aspectos (revisado en referencia 116): 
- Aplicación en tratamientos del cáncer. 
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Principalmente para incrementar cuentas leucocitarias (ncutrófilos) en terapias con 
agentes químicos o radiación a cáncer sólidos o leucemias mieloides. 
- Papel en neutropenia severa crónica. 
Síndrome de Kostmann's. 
Neutropenia cíclica. 
Neutropenia idiopática. 
- Enfennedades infecciosas (aplicaciones para neutropenia). 
En conjunto con otros agentes terapéuticos como antibióticos, antivirales y 
transplante de médula ósea. 
- Enfennedades infecciosas (aplicaciones no neutropénicas). 
Neumonía. 
Osteomelitis. 
Profilaxis de pacientes con riesgo de infección. 

M-CSF. 

El Factor Estimulador de Colonias de Macrófagos (M-CSF) o Factor 
Estimulador de Colonias de tipo 1 (CSF-1), selectivamente estimula Ja 
sobrevivencia, proliferación y diferenciación de fagocitos mononucleares desde 
células progenitoras comprometidas en varios estadios de diferenciación 
(monoblastos, promonocitos y monocitos), hasta el macrófago maduro (142). 
Propiedades: El M-CSF es un homodímero, su masa molecular puede variar desde 
45 hasta 90 Kd dependiendo de la fuente, del método de preparación y también a 
estados de glicosilación (143,144). La eliminación de las cadenas de carbohidratos 
no afecta Ja actividad biológica, unión a su receptor o el reconocimiento por su 
anticuerpo (143). 

El gen de M-CSF parece no tener mucha divergencia evolutiva por lo que Ja 
molécula humana tiene efecto en células de ratón, y la molécula de ratón no tiene 
efecto en células humanas pero si en células de rata (145); Ja homología entre la 
molécula humana y la de ratón es de 69.5 % a nivel de proteína (146). Se ha 
detenninado que el M-CSF puede ser producido en varias fonnas algunas poseen 7 
residuos de cisteina y otras l O residuos. Sin embargo, la naturaleza de los puentes 
disulfuro de esta proteína dimérica no es conocida, y se ha observado que no todas 
las cisteinas son necesarias para su actividad biológica, solo aquellas que le confieren 
el estado de dímero (145,147). 
Gen y ARNm: El gen de M-CSF está localizado en el cromosoma 5 (5q 33. l) en el 
sistema humano ( 148), y tal vez en el cromosoma 11 en ratón ( puesto que la IL-3 y 
el GM-CSF se ubican en Jos mismos cromosomas tanto en humano como en ratón) 
(50). El gen posee 10 exones y 9 íntrones, y en conjunto hacen que tenga 21 000 pb 
(en humano) (147). El ARNm es variable y se han detenninado varios tamaños de 4 
000, 2 500, 2 200 y l 600 b. La proteina madura por Jo tanto es variable en su 
longitud de aminoácidos (aa), la mínima es de 150 aa (146). 
Fuente: Nonnalmente los tipos celulares que producen M-CSF son los libroblastos, 
células endoteliales, epitelio uterino durante Ja preñez, monocitos estimulados, 
células estromales de médula ósea, linfocitos T y B activados (147), asi como la 
linea de tipo libroblástica L-929 o L-Cell ( 149, 150). 
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Funciones: El M-CSF humano a indicado que tiene un efecto minimo en su propio 
sistema, por lo que la mayoría de los experimentos realizados se han llevado a cabo 
en células de ratón con la propia molécula humana en donde se ha observado un 
mayor efecto, y principalmente en células de médula ósea in vi\'O e in vitro (14S). 
El M-CSF es un factor altamente específico que estimula a toda la progenie 
macrofágica, regula su proliferación , sobrevivencia y diferenciación. En células 
maduras (macrófagos) es un factor solo de sobrevivencia no lleva a cabo 
proliferación (142, 146). Además, estimula a macrófagos en la producción de 
citocinas (IL-1, IFN, TNF y CSFs), prostaglandinas, tromboplastina, metabolitos 
microbicidas derivados del oxígeno y activador plasminógeno (14S, 147, 1S1). 

Recientes estudios han demostrado que el M-CSF tiene un importe papel en el 
desarrollo placentario. En ratones hembras preñadas, la concentración de M-CSF en 
la circulación y en tejidos se incrementa hasta 2 veces y esto es asociado con una 
monocitosis ( 146). Este incremento es debido a la sintesis de M-CSF por parte del 
epitelio uterino, y posteriormente por trofoblastos placentarios; parece que los 
trofoblastos son estimulados a llevar a cabo sintesis de ADN ya que presentan 
receptores para M-CSF lo que podria representar un estimulo paracríno por parte 
del epitelio uterino y autocrino por parte de los trofoblastos, lo cual cuando 
desarrollan dan lugar a tejido extraembrionarios como la placenta (144, 146). 
Receptores y señal de transducción: La interacción de M-CSF con sus células 
blanco ocurre via receptores de una sola clase de afinidad (alta afinidad), receptores 
que selectivamente se expresan en células fagocíticas mononucleares precursoras y 
maduras, y en trofoblastos ( l S2, 1 S3); su densidad varía desde 2 QOO a 120 000 sitios 
por célula y es uno de los receptores que se presenta en mayor cantidad con 
respecto a otros receptores de CSF"s (14S). El receptor para M-CSF ha sido el 
mejor caracterizado de los receptores de factores de crecimiento hematopoyéticos 
(GM-CSF, IL-3, G-CSF), se sabe que es el producto del proto-oncogen c-fms, por 
lo cual esta implicado en la regulación de la proliferación celular (1 S4). Además, se 
sabe que el gen (proto-oncogen) que lo codifica se ubica en el cromosoma S (S 
q33.3) en el sistema humano (\SS), y el receptor de superficie celular tiene una masa 
molecular de alrededor de 16S Kd (14S), y una longitud de 973 aa incluyendo sus 3 
dominios extracelular, transmembranal y citoplasmático (IS6). 

El receptor de M-CSF pertenece a la familia de receptores denominados 
"Tirosina Cinasa" (subclase Ill), dentro de esta familia también se ubican los 
receptores para el PDGF y e-kit (1 S7). Se dice que estos receptores tienen actividad 
de 11Tirosina Cinasa" porque pueden auto-fosforilarse en el residuo de tirosina 
(citoplasmático) cuando se lleva a cabo la unión del ligando (IS8,IS9). Cuando el 
M-CSF se une a su receptor la unión desencadena varios cambios como patrones 
discretos de fosforilación proteica; vacuolización, alcalinización a través de 
intercambio Na .. /l-1\ incrementa transporte de hexosas, e induce la activación de una 
familia de genes de respuesta inmediata tales como el e-Jos, sintesis proteica y 
expresión génica en la división celular (60,62). 
Uso clínico: Debido a que el M-CSF tiene un efecto pobre en el sistema humano, se 
han realizado varias conjeturas acerca del posible potencial clinico basado en 
estudios in vitro y observaciones preliminares (revisado en referencia 14S). 
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- Marcador antitumoral: el incremento de M-CSF es común en cáncer endometrial 
y ovario, y en enfermedades linfo-hematopoyéticas. En algunos momentos las 
células malignas coexpresan M-CSF y su receptor, y puede llevarse a cabo la 
posibilidad de control autocrino por M-CSF en el desarrollo de estas enfermedades. 

- Adjunto a quimioterapia: acelera la recuperación hematopoyética después de 
quimioterapia contra ciertos tumores sólidos en compañía de otros CSF's, con ello 
los pacientes pueden recuperarse de una infección o de altas dosis de quimioterapia. 

- Inflamación: Tiene un papel sobresaliente en la respuesta inflamatoria, ya que los 
niveles de M-CSF se incrementan en exudados inflamatorios, y la liberación de 
monocinas tales como IL-1, TNF, G-CSF, IFN, enzimas proteoliticas como 
activador plasminógeno. Por lo tanto, el suministro de M-CSF a estos pacientes 
puede llevar a cabo una mejor respuesta en cuando a tiempo y efectividad. 

- Actividad antitumoral: el M-CSF tiene actividad anti tumoral y citotoxicidad 
dependiente de anticuerpo in vitro, y por lo tanto podria tener esta misma habilidad 
in vivo. 

CELULAS FAGOCITICAS. 

Nuestro ambiente contiene gran cantidad de agentes tales como: virus, bacterias, 
hongos y protozoarios que nos agreden de forma continua. Para luchar contra éstos, 
los organismos superiores como los mamíferos disponen de un sistema eficaz contra 
casi todo tipo de microorganismos con el fin de evitar su desarrollo y persistencia, 
para posterionncnte facilitar su eliminación. A este sistema se le conoce con el 
nombre de sistema inmune ( 18). 

El sistema inmunológico es muy complejo, incluye la participación de una 
multitud de células sanguíneas leucocitarias y factores solubles, que en conjunto 
forman un sentido biológico defensivo (18, 160). 

En general y de una forma simple, el sistema defensivo está compuesto de tres 
tipos de respuesta: la inflamatoria, la natural y la especifica (adaptativa). Las dos 
primeras forman parte de una defensa innata o inespecifica; y la adaptativa por un 
reconocimiento especifico del antígeno (agente extraño) y la posterior presencia de 
memoria contra ese agente ( 160). En este apartado nos ocuparemos sólo de la 
primera y más simple. 

Es comunmente aceptado que cuando un agente agresor penetra en un 
organismo, éste pone en marcha una respuesta de tipo inflamatorio, concatenada con 
una respuesta natural innata. En esta respuesta están implicadas células denominadas 
fagociticas que tienen la capacidad de distinguir lo propio de lo extraño, éstas 
células son los fagocitos mononucleares (monocito-macrófago) y toda la serie 
granulocitica polimorfonuclear (neutrófilos, eosinófilos y basófilos) (17, 18, 160). 

La fagocitosis es un proceso general durante la respuesta inflamatoria, en donde 
las células fagocíticas engloban y eliminan a microorganismos patógenos (Figura 2). 
Los fagocitos mononucleares y polimorfonucleares se pueden encontrar en sangre o 
inactivados en tejidos (macrófagos), estas células tienen la capacidad de acumularse 
en un sitio inflamatorio atraídos por factores quimioatrayentes, por ejemplo por 
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Figura 2: E\'cntos de un proceso inflamatorio. Cuando se infiltra un agente extratlo o antígeno, 
este puede descncadcnar una respuesta celular iniciada principalmente por los neuuófilos y el sistema 
fagocltico mononuclear (macrófagos). Las células al salir de la médula ósea pueden ser auatdas a un 
sitio de afección, debido a factores secretados por células endotelialcs (\'3SCUlarcs) y bactcri:ls, cuando las 
células fagoclticas (neutrófilos y macrófagos) reconocen el sitio, transpasan et endotelio vascular hacia el 
tejido infectado. En el tejido, las células defensivas reconocen, fagocitan y eliminan al antlgcno. La 
respuesta defensiva puede ir acompaftada de una irritación (enrojecimiento), edema. dolor y hasta fiebre 
(dependiendo de ta magnitud de infección). En toda la fase del proceso inflamatorio están relacionados 
factores solubles que funcionan como agentes quimioatrayentcs y factores irununorcguladorcs 
(lntcrleucinas y CSF's; veasc Cuadro 1). TNF-alfa , Factor de Necrosis Tumoral .alfa PAF, Factor 
Activador de Plaquetas (fomada de referencia 17). 
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proteínas del complemento, y más específicamente lnterleucina 8 (IL-8) para 
neutrófilos polimorfonucleares (PMN) (161). 

Los fagocitos mononucleares se originan en la médula ósea a partir de un 
precursor literalmente conocido como "Unidad Formadora de Colonia de 
Granulocitos y Macrófagos" o CFU-GM (del inglés, Colony Forming Unit­
Granulocyte Macrophage) (véase Figura 1 y 3), posteriormente presenta 4 estadios 
hasta la forma terminal de macrófago (20, 162). El primer estadio morfológicamente 
reconocible en la médula ósea es el de monoblasto, es una célula de gran tamaño con 
núcleo redondo a ovoide , citoplasma abundante sin gránulos y bastantes nucleolos. 
El promonocito, posee abundante citoplasma con gránulos finos y núcleo irregular. 
El monocito presenta varios gránulos en su citoplasma, el cual ha perdido volumen 
con respecto al estadio anterior, su núcleo es irregular pero frecuentemente en forma 
de riñón o frijol, y es el primer tipo de la serie el cual puede ser observado en sangre 
periférica (Figura 3)(162,163). 

La forma final del fagocito mononuclear es el de macrófago, la transición de 
monocito a macrófago esta detenninada por un agrandamiento citoplasmático, 
núcleo pequeño de redondo a oval normalmente en la periferia, incrementa en 
retículo endoplásmico, lisosomas y mitocondrias (164). Además, el monocito 
presente en sangre al abandonar el sistema vascular y alojarse en tejido es para la 
mayoría la transición de monocito a macrófago, éstos pueden pasar durante mucho 
tiempo como células residentes inactivas hasta que reciban un estimulo. Por otro 
lado, el macrófago presenta características citoquimicas y morfológicas particulares 
dependiendo del tejido de residencia (165). · 

Los macrófagos son células multifuncionales, no sólo fagocitan a 
microorganismos, también llevan a cabo la eliminación de restos celulares, células 
senescentes, proteínas desnaturalizadas, complejos antígeno-anticuerpo, sustancias 
tóxicas y un gran número de partículas como factores coagulados (166). Además se 
sabe que tiene un gran potencial de secreción de citocinas (monocinas). las cuales 
están relacionadas en la sobrevivencia y funcionalidad de células fagociticas 
implicadas en un sitio de inflamación frente a un agente extraño (167, 168). 

Por su parte, los granulocitos neutrófilos presentan 6 estadios morfológicamente 
reconocibles en médula ósea; en orden de maduración son los siguientes: 
mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, banda o cayado y segmentado o 
PMN (Figura 4) (162, 164,169). 

El mieloblasto, presenta un núcleo grande redondo a oval y ocupa la mayor parte 
de citoplasma, y no presenta gránulos primarios, además poseen de 2 o más 
nucleolos. El promielocito es reconocido por la presencia de gránulos primarios 
grandes llamados azurófilos. El estado de mielocito esta marcado por la 
acumulación de gránulos secundarios o específicos y condensación del núcleo. Por 
su parte el metamielocito, es morfológicamente reconocible por presentar una 
identación en forma de frijol (en humano) o una perforación central (en ratón), esta 
célula es mucho más pequeña que el estado anterior. Por su parte, el estadio de 
banda presenta un cambio pronunciado en el núcleo, y normalmente es observado 
como un anillo (en ratones) o en forma de aro abierto (en humano), este tipo celular 
puede ser observado ya en sangre periférica. El último estadio llamado segmentado 
o polimorfonuclear (polimorfos), es fiicilmente reconocible por su segmentación 
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Figura 3: Secuencia del di!Sarrollo de células que corresponden al sistema fagocitico 
mononuclcar. Además, se presentan nombres dados para el macrófago dependiendo del tejido de 
residencia. CFU·GM: Unidad Formadora de Colonia de Granulocitos y Macrófagos (del inglés, Colony 
Fonnlng Unit • Granulocyte Macrophage) (fomada de referencia 162). 
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Figura 4: Representación esquemática de la c.qircsión rclati\'a de fUnciones del granulocito 
neutrófilo a>n respecto a sus estados de maduración. Expresión de receptores Fe (FcR) y del 
complemento (CR). para el reconocimiento más especifico de antígenos. Qionúotaxis, capacidad de 
migración en respuesta a agentes atractores. NTB (azul de lelrazolium), como una medida de Ja 
actividad de estaUido respiratorio en la defensa y destrucción de agentes patógenos (Tomada de 
referencia 169) . 
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nuclear presentando de 3 a 5 lóbulos, y es Ja fonna madura funcionalmente 
(162,164). 

Los PMN pueden vagar azarosamente a través del torrente sanguíneo y tejidos, 
es una célula con una vida muy corta (alrededor de 24 hrs) y su población esta 
continuamente recambiando, produciéndose nonnalmente 1011 , y hasta 10" de 
neutrófilos diariamente en presencia de una infección (17,164). 

El elemento celular inicial en una respuesta inflamatoria es el PMN, el cual es 
atraído a ciertas áreas específicas por componentes quimioatrayentes, tales como: 
LTB, (Leucotrienos de tipo B4), FMLP (N-fonnil-metionil-leucil-fenilalanina, el 
cual es secretado por bacterias) y proteínas del complemento como C5a (de las 
mejores proteínas atrayentes del complemento) (17,164,170); i11 vi/ro el GM-CSF 
(17), y Ja proteína activadora de acción atrayente de neutrófilos de tipo 1 (NAP-1) 
llamada actualmente IL-8 (161). 

Cuando el PMN encuentra el sitio de afección, el primer paso es la migración 
hacia el tejido, para ello tiene que atravesar el endotelio vascular llevándose acabo el 
fenómeno llamado de diapedesis (marginación, adherencia y salida hacia el tejido) 
(164), este proceso de adherencia se inicia con la interacción de moléculas como: las 
del complejo de adhesión CDI !/CD 18 (integrinas P,) en PMN, las de adhesión 
leucocitaria endotelial que incluye ICAM-1 e ICAM-2 (moléculas de adhesión 
intercelular de tipo l y 2), y selectina-E (ELAM-1)(172). 

En el espacio extravascularmente el PMN se orienta por estímulos atractores 
como interleucinas (II--8 principalmente) y productos bacterianos (FMLP) 
(161,170). Cuando llega al sitio de inflamación ingiere y fagocita, primeramente 
rodeando a la partícula extraña (por ejemplo bacterias) por pse~dópodos emitidos 
por su membrana citoplasmática. Al tocarse Jos pseudópodos se forma el fagosoma, 
el cual se fusiona con gránulos Jisosómicos secundarios (específicos) vertiendo su 
contenido enzimático (Figura 5)(173). La fusión es comúnmente llamada 
degranulación (I 7, 18, 164). 

El rcconoi::imiento de la partícula o agente patógeno se ve favorecido si estas son 
opsonizadas con anticuerpos como inmunoglobulinas G (lgG), proteínas del 
complemento CJb o CJb inactivada (CJbi). Los anticuerpos son reconocidos vía 
receptores Fe, y las proteínas del complemento por receptores específicos de tipo l 
y 3 por parte de Jos PMN (17,18,160,164). 

Después de la gran migración de los neutrófilos PMN al sitio de inflamación, 
gradualmente se congregan en el mismo sitio Jos monocitos-macrófagos, cosinófilos, 
basófilos y linfocitos, y nonnalmente la población de los neutrófilos son desplazados, 
ya que mueren durante el ataque y posteriom1ente son fagocitados por los 
macrófagos (166). 

Por lo tanto, hasta hace poco tiempo, el PMN babia sido solo considerado como 
una célula implicada en una respuesta inflamatoria via la fagocitosis. Recientes 
trabajos han evidenciado que ésta célula tiene la capacidad de liberar enzimas y 
componentes citotóxicos preformados (174). Hoy en día, algunos investigadores son 
de la idea de que el PMN tiene la capacidad no tan sólo de liberar proteínas, sino de 
producirlas en el momento de inducción, de esta manera se ha llegado a pensar que 
el PMN puede contribuir en la respuesta inmune vía la síntesis y liberación de 
citocinas inmunoreguladoras ( 175). 
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Figura S: Fases durante el proceso de fagocitosis. Cuando el ncutrófilo polimoñonuclear 
(PMN) reconoce una partícula como cxtraila (por ejemplo bacterias), éste la engloba e intcmali1 . .a 
(endocitosis) fonnando una vacuola digestiva (fagosoma), ésta última se fusiona en el citoplasma con 
lisosomas o gránulos secund.uios {espccfficos) formándose una sola vacuola denominada fagolisosoma, 
entonces el microbio es digerido, degradado y los producto secundarios liberados {exocitosis) (Tomada 
de referencia 173). 

DtDOCllOSIS FORHACIOH Dt 
YACUOLA 
FAGOCITICA 



Inicialmente se tenia la noción de que el PMN era incapaz de síntesis proteica, 
debido principalmente a la escasez de ribosomas y de retículo endoplásmico (liso o 
rugoso), además de que cuando ingiere y fagocita particulas se relaciona con una 
inhibición de la síntesis de ARN y proteína (176). 

Sin embargo, ahora es claro que los PMN retienen la capacidad de sintetizar un 
restringido pero importante rango de ARN y proteínas. De los pocos trabajos 
realizados han evidenciado que tienen la capacidad de producir y liberar algunas 
proteínas relevantes, las cuales incluyen actina, receptores del complemento de tipo 
1 y 3 (CR1 y CR, ), receptores Fe (FcR) y activador plasminógeno (177). 

Estudios inmunocitoquimicos han mostrado que aproximadamente 80% de los 
PMN sin estimular tienen la capacidad de transcribir CR1 y moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad de tipo 1 (MHC-1 ), mientras que el 95% de ésta 
población pueden expresar éstas proteínas en la membrana. Además, cuando los 
PMN son estimulados con GM-CSF se induce de 4 a 5 veces la síntesis de estas 
proteínas ( 178). 

Por otro lado, se ha trabajado en los últimos años en el contexto de la posible 
producción de citocínas por el PMN, pero debido a la falta de metodología para 
obtener poblaciones puras algunos investigadores se han quedado solo a un nivel de 
sugerencias, teniéndose que el principal contaminante es el macrófago, y como se 
sabe este último tiene una amplia gama de producción de citocinas (167, l 75). 

La evidencia más contundente en la producción de citocina se ha encontrado en 
IL-1 (a y 13) y TNF-a, éstas son transcritas y liberadas cuando se estimula a PMN 
con LPS (lipopolisacarido), IL-la o GM-CSF (l 79, 180). 

Además, en un trabajo realizado con PMN de sangre periférica ha evidenciado 
que éstos pueden producir G-CSF y M-CSF cuando son estimulados con GM-CSF 
en ensayos in vllro (180). Estos CSF's potencian o incrementan la respuesta de las 
células maduras, principalmente de PMN y macrófagos en un sitio de infección e 
inflación, haciendo que la respuesta sea más efectiva (168). · 

Debido a las anteriores evidencias, nosotros pensamos que por ser el PMN el 
primer tipo celular en responder a un agente extraño y migrar masivamente hacia un 
sitio de afección o inflamación, este fagocito podria contener alguna actividad 
estimuladora de colonia tipo CSF, la cual podria ser secretada en un momento dado 
frente a un reto inmunológico. Por lo tanto, en el presente trabajo evaluamos la 
posible presencia de una Actividad Formadora de Colonia (AFC) tipo CSF en PMN 
de cavidad peritoneal, inducidos con un agente endotóxico. 
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OBJETIVOS GENERALES: 

l) Estudiar el efecto del Lisa do de Granulocitos de cavidad peritoneal sobre células 
precursoras de médula ósea de ratón en la formación de coloruas. 

2) Identificar el factor o los factores responsables de la actividad estimuladora de 
coloruas proveniente del lisado de granulocitos. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.1) Obtener células granulociticas (polimorfonucleares) de cavidad peritoneal de 
ratón. 

1.2) Evaluar la Actividad Formadora de Colonia (AFC) del lisado de granulocitos 
sobre células de médula ósea. 

1.3) Comparar la morfología celular de la Actividad Formadora de Colorua del 
Lisado de Granulocitos con respecto a otros factores de crecimiento 
hematopoyéticos (GM-CSF, G-CSF, M-CSF e !L-3) sobre células de médula ósea 
de ratón. 

2.1) Identificar la presencia de la Actividad Formadora de Colorua del Lisado de 
Granulocitos mediante ensayos de ELISA. 

2.2) Determinar si la Actividad Formadora de Colonia presente en el Lisado de 
Granulocitos es el resultado del estimulo de un factor en particular o de la 
combinación de varios factores mediante la utilización de anticuerpos específicos. 
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MATERIAL Y METOOOS 

Material biológico : Para este trabajo se utilizaron ratones de 6-8 semanas de 
edad, de ambos sexos, provenientes de la cepa CD-1 como donadores de células 
mieloides y células de cavidad peritoneal. Por otro lado, también se utilizó células de 
la linea de tipo fibroblástica de ratón (fibrosarcoma) L-929. 

Condiciones de cultivo: Se trabajó en una campana de cultivo, previamente 
limpiada con lodisan diluido (Elequim., Mex) o con etanol al 70 %, y se esterilizó 
durante 20 minutos con luz ultravioleta, así mismo el material de cristaleria utilizado 
se esterilizó previamente en autoclave (181 ). 

Para el cultivo in vftro de las células de cavidad peritoneal y de las células L-929 se 
utilizaron cajas Petri de vidrio (Pyrex, USA) y de plástico (Costar, USA) de 60 x 15 
mm, y para el cultivo de células de médula ósea se utilizaron placas de plástico 
(Costar, USA) de 24 pocitos; las células sembradas se mantuvieron en una incubadora 
a una temperatura de 37 oC y una atmósfera de 5% de CO, en aire y humedad 
saturante. Para el cultivo de células de cavidad peritoneal y de médula ósea se utilizó 
el Medio Esencial Mlnimo de Eagle modificado por Dulbecco (MEMD , apéndice A) 
(Sigma, USA). Las células de médula ósea se cultivaron con MEMD suplementado 
con 20 % de suero caballo (SC) (Sigma, USA), y las células de cavidad peritoneal 
únicamente con MEMD. Para las células de la linea L-929 se utilizó el Medio RPMI-
1640 (Gibco, USA) (apéndice B) suplementado con 10 o/o de Suero Fetal de Bovino 
(SFB) (Hyclon, USA); el SC y SFB se desactivaron previamente antes de su uso a 56 
oC por 30 minutos, y se almacenaron a una temperatura de 4 oC hasta su uso. 

Obtención de células de médula ósea : Se sacrificaron los ratones por 
descervicación, posteriormente se extrajeron los fémures, los cuales se colocaron en 
una caja Petri con MEMO. Al fémur se le perforó ambas epífisis y con la ayuda de 
una jeringa de 1 mi se hizo fluir MEMO de un extremo a otro para extraer todas las 
células de médula ósea, colocándose la suspensión en tubos cónicos para 
posteriormente centrifugar y lavar con MEMO a 500 gravedades por 5 minutos (181). 
Para obtener células blancas (leucocitos), se utilizó un gradiente de densidades como 
es el Ficoll Hystopaque (Sigma, USA), colocándose 1 mi de éste y enseguida 1.5 mi 
de MEMO conteniendo las células ya lavadas, y centrifugándose a 500 gravedades 
durante 20 minutos (182). La cantidad de células obtenidas se determinó por conteo 
con la ayuda de un hemocitómetro (American Optical, USA). Para cada experimento 
se utilizó un lote de células provenientes de un animal. 

Obtención de granulocitos de cavidad peritoneal: Los animales se inyectaron 
intraperitonealmente 17 horas antes de ser sacrificados (por descervicación) con 
Caseinato de Sodio al 10 o/o. Para la obtención de células no adherentes (granulocitos 
neutrófilos o polimorfonucleares),' primeramente se realizaron lavados peritoneales 
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con Solución Amortiguadora de Fosfatos (SAF o PBS, Apéndice C) con una jeringa 
de 1 O mi, los lavados se vertieron en tubos cónicos de SO mi y se centrifugaron a 500 
gravedades por 5 minutos (183,184). Posteriormente se desechó el sobrenadante y se 
resuspendió en MEMD, se contaron las células obtenidas y se sembraron en cajas 
Petri de vidrio o de plástico de 60 x 1 S mm sin suero durante 90 minutos a una 
densidad celular de 1 a 2 millones por mi. Después de este tiempo, las células en 
suspensión se colectaron y centrifugaron a 500 gravedades por 5 minutos; las células 
asi obtenidas fueron colocadas en viales de criopreservación (Nalgene, USA) de 2 mi 
a una densidad de 20>< 1 O' de células por mi en MEMO suplementado con 1 O % de 
SFB. Los viales fueron sumergidos en nitrógeno liquido a 2 tiempos durante 1 minuto 

.. para lisar las células, y se almacenaron a -70 oC hasta su uso. 

Obtención de macrófagos de cavidad peritoneal: La técnica es similar a la de los 
granulocitos , los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con Caseinato de 
Sodio al 1 O%, y Jos animales se sacrificaron 17 horas después. La población obtenida 
de cavidad peritoneal se incubó por un periodo de 6-8 horas. dentro de cajas Petri de 
vidrio o de plástico en MEMO sin suero. Los macrófagos se obtuvieron despegando 
la capa adherente del sustrato de cultivo (plástico o vidrio) utilizando EDTA al 0.1 M 
en RPMI-1640 durante 3-5 minutos de incubación, se recogieronn las células 
despegadas, se centrifugaron y se lavaron con MEMD, y se colocaron en viales de 
criopreservación a una densidad de 20xl!l' cel/ml suplementados con 10 % de SFB 
(184). Los viales se sumergieron 2 veces en nitrógeno liquido durante 1 minuto, las 
células asi lisadas se almacenaron a -70 oC hasta su uso. 

Obtención de linfocitos de nódulos linfáticos: Se revisó Ja cavidad peritoneal de Jos 
ratones tratados (Caseinato de Sodio) exactamente en Ja periferia, y se identificaron 
los nódulos como pequeños sacos de 2-5 mm (también encontramos nódulos en la 
región torácica) (3,16). Los nódulos se colocaron en cajas Petri de vidrio o plástico 
de 60 " 15 mm conteniendo MEMD. Con tijeras de disección puntiagudas se cortaron 
los nódulos en fragmentos más pequeños realizando sacudidas en el medio para 
favorecer la salida de los linfocitos almacenados, se colectó el medio y se centrifuga a 
500 gravedades por 5 minutos, el botón celular se resuspendió en MEMD y las 
células fueron contadas; las células así obtenidas se colocan en viales de 
criopreservación de 2 mi a una densidad de 20xl0' ceVml suplementados con 10 % de 
SFB. Los viales se sumergieron 2 veces en nitrógeno liquido por un periodo de 1 
minuto, y el lisado celular se almacenó a -70 "C hasta su uso. 

Medios condicionados de L-929 : Se obtuvieron colectando el medio de cultivo 
de células libroblásticas confluentes de la línea L-929 (Fibrosarcoma) a los 4 o 5 dias 
de cultivo, y guardándolos a una temperatura de 4 "C hasta el momento de su uso. 

Ensayos de CSF : Para la inducción a la formación de colonias se utilizó la técnica 
de doble capa en agar (36,37). Para la primera capa se preparó agar (Bactoagar, 
DIFCO USA) al 0.6 % en agua pentadestilada, esterilizándose antes de su uso en 
autoclave durante 20 minutos, y manteniéndose a una temperatura de 56 "C 
momentos antes de su uso. El agar una vez preparado se mezcló con 20 % de 
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MEMO, 20 % de Suero de Caballo, 20 % del inductor de colonias, ya sea Medio 
Condicionado, Lisado de Granulocitos (10 % de Lisado más 10 % de MEMO) o la 
cantidad de CSF recombinante a probar (CSF en MEMO), y finalmente 20 % de 
MEMO doblemente concentrado, para posteriormente colocar el volumen final en 
placa de 24 pozos. Antes de agregar la segunda capa se esperó alrededor de 10-20 
minutos para facilitar la gelificación. La segunda capa se preparó utilizando ag¡¡r al 
0.3 % en agua pentadestilada. Para colocar la segunda capa se mezclaron 10 % de 
Suero de Caballo, 50 % de MEMO ( conteniendo aproximadamente 100,000 células 
mieloides), 20 % de MEMO doblemente concentrado y 20 % de agar. Después de 
colocar la segunda capa se esperó 1 O minutos para que se gelificara; para 
posteriormente incubar por un periodo de 7 dias. Se consideró una colonia cuando 
ésta presentaba más de 20 células y grupos cuando existia menor número (no fueron 
contabilizados), las cuales se evaluaron con la ayuda de microscopio invertido 
(American Optical, USA). 

Identificación de tipos de co!Gnias: Para evaluar las colonias obtenidas en la 
técnica de bicapa de agar se realizó mediante la técnica de Moezzi (185) con ciertas 
modificaciones. Con una navaja se cortó la capa superior por las paredes del 
recipiente, y con papel Watman del No. 2 (poro mediano) se cubrió para 
posteriormente mover cuidadosamente el papel en el momento que se humedeció 
completamente. Las colonias adheridas se transfirieron colocando el papel filtro sobre 
un portaobjetos por una hora o más a temperatura ambiente. Después el papel filtro se 
retiró cuidadosamente, antes de teñir las colonias. 

Para evaluar las colonias obtenidas utilizarnos una técnica de tinción específica, la 
cual identifica esterasas (enzimas hidroliticas) del linaje monocito-macrófago. La 
técnica es llamada Esterasas Inespecificas, utilizando Alfa-Naftil Acetato como 
sustrato enzimático (Apéndice D) (186,187). La identificación positiva de la tinción 
fue observada como gránulos color marrón en el citoplasma de monocitos­
macrófagos. Para cada tinción se incluyó Hematoxilina de Meyer's, la cual fue 
utilizada para contrateñir, en este caso, los núcleos de cada tipo celular (granulocitos 
y monocitos). 

Por otro lado, también se utilizó Hemocolorante rápido (Sigma, USA) en la 
identificación morfológica de las poblaciones de cavidad peritoneal (granulocitos y 
macrófagos), nódulos linfáticos (linfocitos), asi como de las colonias obtenidas en la 
técnica de bicapa de agar. El reconocimiento pone en evidencia la forma del núcleo y 
la granulación citoplasmática. 

La identificación morfológica producida tanto por la Hematoxilina como por el 
Hemocolorante, fue determinada bajo ciertos lineamientos, cuando las células 
presentaban núcleo en forma de anillo (banda) o· alrededor de 3 a 4 segmentos 
(polimorfonucleares) se reportaron como granulocitos, y cuando las células 
presentaban un núcleo riniforme, citoplasma abundante y vacuolado como monocito­
macrófago (dependiendo del estado de madurez) (3, 162, 187). 

Concentración de CSF's : para este trabajo se emplearon las formas 
recombinantes de GM-CSF de ratón, G-CSF de humano, M-CSF de humano e 
Interlucina 3 ó Multi-CSF de ratón; las actividades especificas fueron de lxl06 U/mg 



(Genzyme, USA), lOxlO' U/mg (lmmunex, USA), 2xl0' U/mg (Genzyme, USA) y 
lx!O' U/mg (Genzyme, USA), respectivamente. Las diluciones de los factores se 
realizaron con Albúmina bovina al 0.1 % en SAF o MEMD; las concentraciones 
utilizadas fueron de 10 nglml de M-CSF, 20 nglml de GM-CSF, 100 nglml de GM­
CSF y 1000 nglml de U.-3 para cada ensayo 

Ensayo• de neutralización : para identificar la presencia de M-CSF en el lisado de 
gánulocitos se determinó a través de ensayos de ELISA (Apéndice E) ( 188), 
utilizando anticuerpos anti M-CSF producido en conejo contra la molécula humana 
(Genzyme, USA), y un anticuerpo conjugado o secundario anti molécula de conejo el 
cual está acoplado a una enzima para identificar a su vez el anti M-CSF y producir 
coloración. Esta última puede ser leída en espectrofotómetro o lector de ELISA a 490 
run. Paraesteensayoseutilizó lOOngdeM-CSFydilucionesde 1:500y 1:1000 de 
antiM-CSF. 

Para abatir la Actividad Formadora de Colonias del Lisado de Granulocitos (LG), 
se realizaron bioensayos cultivando células de médula ósea a través de la técnica de 
bicapa de agar, introduciendo el LG en presencia o ausencia de anti M-CSF 
(policlonal) y anti GM-CSF (monoclonal) (Immunex, USA). Utilizamos 15 µg de anti 
M-CSF para neutralizar !O ng de M-CSF y 20 µg de anti GM·CSF para neutralizar 
20 ng de GM-CSF. 

Varios : los ensayos realizados se hicieron por duplicado y como mínimo dos veces 
en experimentos independientes. Los resultados mostrados son. el promedio de los 
experimentos en cada uno de su tipo. Para cada ensayo, siempre fue añadido un 
control negativo (sin inductor). 



RESULTADOS 

Es conocido que en la respuesta inmune numerosas citocinas son liberadas para 
estimular a los tipos celulares involucrados en la respuesta celular y humoral. 
Dentro de estas citocinas tenemos a los factores de crecimiento hematopoyéticos, 
comúnmente llamados Factores Estimuladores de Colonia (CSF.s) (168). Los CSF's 
potencian o incrementan la respuesta de las células maduras, principalmente aquellas 
del linaje mieloide (neutrófilos y macrófagos) en el sitio de infección e inflamación, 
haciendo que la respuesta sea más efectiva. Debido a que es poco conocido que el 
neutrófilo polimoñonuclear produzca o secrete algún CSF, el presente trabajo tuvo 
como objetivo detenninar si el granulocito bajo un estimulo endotóxico produce 
Factores Estimuladores de Colonia. 

OBTENCION DE GRANULOCITOS DE CAVIDAD PERITONEAL . 

Para llevar a cabo el desarrollo del presente trabajo fue necesario obtener una 
población celular rica en granulocitos. Como es conocido que mediante un reto 
endotóxico se puede inducir una gran aglomeración de granulocitos en la cavidad 
peritoneal de ratón, se procedió a determinar el tiempo post-endotóxico en el cual se 
obtenía una población más rica en células de éste tipo. Para ello se e>ctrajeron células 
de la cavidad peritoneal al inicio y después de 17, 24, 48, 72 y 96 hrs del reto 
endotóxico. Se evaluó además la presencia de otros tipos celulares que también son 
inducidos a la cavidad peritoneal por éste procedimiento, como son los macrófagos 
y los linfocitos. Se observó que después de 17 horas del reto endotóxico se obtuvo 
el mayor porcentaje de células granulocíticas respecto a los otros tipos celulares 
(72%). Es interesante mencionar que mientras la población de granulocitos fue la 
menor en la cavidad peritoneal de ratones no estimulados y la de macrófagos la 
mayor (Tabla 1 ), a las 17 hrs. post-endotmdna el porcentaje de estas poblaciones se 
revierte, y no es sino hasta las 96 hrs cuando nuevamente regresan a la normalidad. 
Aunque la población de linfocitos se mantiene baj& durante las primeras 48 hrs, a las 
72 ya supera a la de los granulocitos. 

Con la finalidad de enriquecer aún más la población de granulocitos obtenida 17 
hrs después de un reto endotóxico se procedió a separarlas de las células adherentes 
que por lo general son las de tipo macrofügico. En efecto, después de eliminar a las 
células adherentes al sustrato de cultivo nuestra población de granulocitos se vió 
fuertemente enriquecida (87%), mientras que la de macrófagos disminuyó 
importantemente (7%, Tabla 2). Sin embargo, es conveniente mencionar que al 
analizar el tipo de células existentes en la población adherente encontramos un 
porcentaje similar de granulocitos y de macrófagos, lo cual por un lado nos indica 
que los polimoñonucleados (forma madura del linaje granulocítico) que 
normalmente no son células adherentes en cultivo se encuentran fuertemente 
activados y por otro que la población de granulocitos no adherente carece de las 
células más activadas (Tabla 2). 



TABLA 1: MORFOLOGIA DE LOS TIPOS CELULARES EXTRAIDOS DE 
CAVIDAD PERITONEAL Y NODULOS LINFA TICOS DE RATONES TRATA T ADOS 
CON CASEINATO DE SODIO A DIFERENTES TIEMPOS. 

TIEMPO TIPOS 

O Hr 

17 Hr 

24 Hr 

48 Hr 
72 Hr 
96 Hr 
24 Hr 
48 Hr 
72 Hr 
96 Hr 

PllH 

C.v. Per. 05 

c.v. Per. 72 
C.v. Por. 56 

C.v. Per. 35 

c.v. Per. 19 
c.v. Por. ID 

NÓd, Llnf, 00 

HÓd. Llnf. 00 

NÓd. Llnf. 00 

NÓd. Llnl'. 00 

eav. Per. 1 Cavidad Porl toneal. 
Hod, Llnr.: Nódulos Llnr.a.ucos. 

CELULARES CXI 

JION•NO LINF 

es 10 

25 03 

37 07 

53 12 

•• 23 

•• º' 
00 100 

00 100 

00 100 

01 •• 

PKH t &renuloclloa HeulrÓfllo• <Pollmorfonucleares). 
Hon-Ho : Honocllo-Ka.crÓfa90. 
llnf : Llnfoclto11. 
Nota: no fueron purificados por adherencia. 

TABLA 2 : MORFOLOGIA DE LAS CELULAS ADHERENTES Y NO ADHERENTES 
DE CAVIDAD PERITONEAL DE RATON. 

PROCESO TIPOS CELULARES 

PHH MON-HO 

Paquete celular 72 

totel de cavidad 

porltoneal 

Col. 

Col, 

adherentes 48 

no adherente• B7 

PKN t Poll•orfonucleares. 
NON•HO : Honoclto•JlocrÓl'aqo. 

LJHF i Linfocitos 

25 

49 

33 

CXI 

LINF' 



Aunque mediante este tipo de estrategia se pudo obtener una población rica en 
células polimorfonucleadas, intentamos por otra técnica de separación celular 
especifica para granulocitos y asi aumentar la pureza de nuestra muestra. Para ello 
se realizaron algunos ensayos usando un gradiente de densidad como es el 
Polimorfhprep (Nycomed, Noruega), el cual se basa en un medio de densidad 
semejante a la del polimorfonuclear para separarlo en una interfase. Sin embargo, la 
población obtenida no se purificó aún más como se esperaba (88 % como máximo, 
dato no mostrado), y por el contrario se perdian gran cantidad de células. En 
consecuencia decidimos utilizar para nuestro trabajo la población de granulocitos 
desprovista de células adherentes. 

EVIDENCIAS DE QUE EL GRANULOCITO ES CAPAZ DE PRODUCIR UNA 
ACTIVIDAD FORMADORA DE COLONIA. 

Una vez obtenida una población celular rica en granulocitos procedimos a evaluar 
si ésta contenía la propiedad de inducir a la formación de colonias. Para ello se 
procedió alisar paquetes celulares con diferentes cantidades, JOx106, 20xi06 y 40 
xl06 de células por mililitro, y a utilizar los lisados en el ensayo de formación de 
colonias, además un inductor positivo en la generación de colonias (GM-CSF). 
Obtuvimos en efecto que el lisado tenia una mayor Actividad Formadora de 
Colonias (AFC) a una densidad celular de 20xl06 cel/ml ( 64 colonias, Tabla 3). Sin 
embargo, cuando utilizamos lisados con mayor número de células observamos una 
disminución en la inducción de colonias (20 colonias), dicha disminución puede ser 
el resultado de productos tóxicos liberados por la lisis. Por lo -tanto, utilizamos 
lisados con 20x106 cel/ml para los posteriores experimentos. Asimismo, con la 
finalidad de comparar esta actividad inductora con aquellas conocidas se cultivaron 
en las mismas condiciones células de médula ósea en presencia de los recombinantes 
GM-CSF, M-CSF y el Medio Condicionado de una linea celular (L-929) rico en M­
CSF natural. Nuestros resultados indican que el tipo de colonias (macrófagos) que 
induce el lisado de células no adherentes de 17 hrs (granulocitos) es similar al 
obtenido en los experimentos con M-CSF y Medio Condicionado de L-929 (Tabla 
4), mientras que el GM-CSF produjo colonias de granulocitos y macrófagos por 
separado. 

Por otro lado, con la finalidad de evaluar si esta actividad inductora provenía de 
los granulocitos o de los demás tipos celulares presentes en la población del cual se 
obtuvo el lisado, se procedió a determinar la capacidad inductora de colonias de los 
lisados de las poblaciones celulares obtenidos a las 24, 48, 72 y 96 hrs post-. 
endotoxina. Este experimento se basaba en la racionalidad de que si los macrófagos 
o los linfocitos presentes en las poblaciones celulares eran los responsables de la 
AFC obtenida a las 17 hrs post-endotoxina, entonces tendriamos una gran actividad 
inductora a las 96 hrs post-endotoxina en donde los macrófagos son las células 
mayoritarias, o a las 72 hrs en donde los linfocitos tienen una mayor presencia que 
los granulocitos (Tabla 1 ). Nuestros resultados no mostraron actividad alguna por 
estos dos últimos Usados (Tabla 4), lo cual nos indica (aunque indirectamente) que 
es muy probable que sean los granulocitos los causantes de la actividad inductora de 
macrófagos. Sin embargo, para complementar estos resultados ya que se conoce que 
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TABLA 3 : ACTIVIDAD FORMADORA DE COLONIA DEL USADO DE 
GRANULOCITOS A DIFERENTES DENSIDADES CELULARES. 

ESTIMULO 

S 1 n 1 nductor 

GM·tsrr111 
6 

Llsado de Gra. 10x10
6 

cel/1111 

Llaado de Gra. 20xto
6 

cel/1111 
Lisa.do de Gra. 40x10 cel/111 

COLONIAS 

DO 

240 

DO 

6• 
20 

GK-CSFrm: Foclor Eatl111ul11dor do Colonias de Granulocltoa 
y Kacróíaqos recomblnanle de ratón. 

Llcado de Cra1 Llsadoa de qranulocltoa 

TABLA 4: ACTIVIDAD FORMADORA DE COLONIAS DE LOS USADOS OBTENIDOS 
A DIFERENTES TIEMPOS. 

INDUCTOR TIPO DE COLONIA IXl . 
COLONIAS CRA HON-HO 

GH-CSFr• •o• 38 62 

H·CSFrh •2• DO lDO 

HC L-929 •33 12 •• 
Lis, 

Lla. 
Lla. 

Lis, 

Lla. 

Lla. 

Lla. 
Lh. 

Lla. 
Lla, 

DO hr ICav.) 000 00 DO 

17 hr (Cav.) 200 06 •• 
2• hr (Cav. J 034 00 lDO 

48 hr ICav. J 000 00 DO 

72 hr (Cav.) 000 00 DO 

96 hr (Cav,) 000 00 DO 

2' hr HÓd. Lln. 000 00 DO 

48 hr N~d. Lln. 000 00 DO 

72 hr NÓd. Lln. 000 00 DO 

96 hr NÓd. Lln. 000 00 DO 

GH-CSFr1111 Factor Eall111ulodor do Colonias do Granulo­
cltos y Hocróra9011 reco111btnanto do ral~n. 

H•CSFrh: rector Eallnuledor do Colonias de Kacri:ira-

9011 roco111blnante ht111Gno. 

HC L-929: Modio Condicionado do L-929. 
Lis 00 hr (Cav. ): Usado do célula11 do cavidad porl• 

., .toneal do ratones no tr11t11doa. 
Lis 17 hr ICav. h Llsado do células do cavld11d perl­

loneal no adherentes. 
Lis 24 1 48, 72 y 96 hr (Cav.): Usados do células do 

cavidad perltonoal da ratones tratados. 
Lls 24, 48, 72 y 96 hr Nod. Lln. :Llsados do éelulH 

do nódulo• 1 lnfÁllcos de ratones tratados. 
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los linfocitos son capaces de generar !L-3 y GM-CSF los cuales son inductores de 
macrófagos, se obtuvieron poblaciones altamente enriquecidas de linfocitos de los 
nódulos linfáticos (Tabla 1 ), los cuales en nuestras condiciones de cultivo no 
mostraron tener actividad inductora (Tabla 4). Por último un dato más que nos 
indica que los granulocitos son las células responsables de la actividad tipo M-CSF, 
al ensayar el lisado de 24 hrs post-endotoxina obtuvimos menor número de colonias 
de macrófagos inducidas que a las 17 hrs a pesar de que esta muestra provenía de 
una población en donde los macrófagos estaban aumentados; además, probamos por 
separado un lisado de macrófagos adherentes obtenido a las 17 hrs post-endotoxina 
el cual contenía una población bastante purificada (97 %, dato no mostrado), pero a 
pesar de ello no hubo generación de colonias. 

Dado que el lisado de células no adherentes de cavidad peritoneal de 17 hrs fue el 
que mayor porcentaje de granulocitos polimorfonucleares presentó y que además 
mostró AFC importante, se decidió que para los siguientes experimentos se 
trabajarla con este lisado y se denominarla de granulocitos (LG). 

Es interesante mencionar que aunque el lisado de granulocitos indujo 
principalmente la formación de colonias de macrófagos, también se produjo una 
pequeña inducción de granulocitos. Con la finalidad de determinar el grado de 
diferenciación que tenían estas colonias de granulocitos y comparar con las colonias 
inducidas por otros factores inductores de colonias de granulocitos, se procedió a 
ensayar nuevamente el LG además de la JL-3, el G-CSF y el GM-CSF. Como 
control de macrófagos se incluyó en el ensayo a M-CSF y el MC L-929, además de 
un control negativo sin inductores. Como era de esperarse el GM-CSF y la JL-3 
indujeron un alto porcentaje de ambos tipos celulares, aunque la JL-3 produjo más 
colonias de granulocitos del tipo inmaduro (banda) que el GM-CSF (Tabla 5 y 
Gráfica 1 ). Asimismo el G-CSF y el M-CSF indujeron exclusivamente tanto 
granulocitos, como macrófagos respectivamente. El G-CSF produjo como era de 
esperarse una mayor cantidad de colonias de células maduras (PMN). Es interesante 
mencionar que tanto el LG como el MC L-929 produjeron una pequeña inducción 
de colonias granulociticas, aunque el LG de células inmaduras. Estos resultados nos 
indican que muy probablemente el LG contenga M-CSF y que el pequeño porcentaje 
de colonias inmaduras de granulocitos inducidas se pueda deber a que estarnos 
tratando al igual que con el MC L-929 de moléculas naturales y no recombinantes 
que tengan esta propiedad. Aunque no se descarta la posibilidad de que se tengan 
pequeñas cantidades de algún otro factor inductor de granulocitos en el LG o como 
se ha publicado en otro trabajo que los macrófagos inducidos tengan la propiedad de 
secretar moléculas inductoras de granulocitos ( 189). 

EVIDENCIAS DE QUE LA ACTIVIDAD FORMADORA DE COLONIA DEL 
USADO DE GRANULO CITOS ESTA DADA PRINCIPALMENTE POR M-CSF. 

Una vez observado que la AFC de macrófagos del LG podría estar dada por M­
CSF, se procedió a identificar la posible presencia del M-CSF en este lisado. Para 
ello se realizaron ensayos de E LISA con diferentes cantidades de LG (100, 50 y 25 
µ!)y diferentes diluciones de anti.M-CSF (1:500 y 1:100). Se utilizó como control 
positivo M-CSF recombinante. Como era de esperarse se detectó un gran 
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TABLA 5 : ACTIVIDAD COMPARATIVA DEL LISAOO DE GRAN\JLOCITDS Y 
FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS CCSF's) EN LA INDUCCION DEL 
TIPO Y ESTADO DE MADURACION DE LAS COLONIAS FORMADAS. 

TIPO DE COLONIA .., 
INIJUCTilR COLONIAS 

CRAHUUJCITOS 

BANDA PKN 
Sin Inductor 000 00 00 
CH•CSF'ra 210 ro 27 
IL-3r-:m 035 56 02 
G-CSFrh 12• 10 "" H-CSF'rh 065 00 00 
Limado do tira. 073 03 00 

HC L-929 060 00 10 

CiN-CSF'r• Factor Eatl11utador do Cl)lonla• do 
Cranuloclloa y Hacróraooa roco•blnante do ratón. 
IL-3r• : tnlerhuclna 3 rocoaiblnant11 de ratón. 

C•CSF'rh : Factor Eat1111ulador do Colonias do 

Cranuloclloa rcco•blnante humano. 
H•CSF'rh ~ Factor E•t.l•ulador de Colonia• do 
Kacrdrac;ioa roco11blnante h~o. 
PJDf : Pollaorf'onucloar , 
MOJf•HO : Konoclto-~crdraoo 
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reconocimiento del M-CSF por el anti M-CSF. El hecho de que también se encontró 
reconocimiento en todas las muestras del LG nos indica que éstas contienen M-CSF 
(Gráfica 2). Además, el reconocimiento parece corresponder a la cantidad 
introducida de anticuerpo anti M-CSF. 

Una vez que se ha demostrado que el M-CSF se encuentra presente en el LG, 
procedimos a evaluar si ésta en efecto era la molécula responsable de la inducción de 
macrófagos i11 vitro. Para ello realizamos ensayos de neutralización in vitro através 
de anticuerpos específicos contra M-CSF. En nuestro laboratorio hemos observado 
que concentraciones bajas de GM-CSF producen cantidades considerables de 
colonias rnacroliígicas (190), por lo qué en el mismo ensayo también introducimos 
un anticuerpo específico para neutralizar la actividad de GM-CSF. Por lo cual se 
introdujeron M-CSF y GM-CSF por separado y con sus respectivos anticuerpos. La 
cantidad de anticuerpo a utilizar fue el resultado de ensayos previos, encontrándose 
que 15 µg de anti GM-CSF eran necesarios para neutralizar 20 ng de GM-CSF, y 20 
µg de anti M-CSF para neutralizar l O ng de M-CSF. Los resultados muestran que el 
anti M-CSF inhibió completamente la AFC de macrófagos presente en el LG, 
mientras que el anti GM-CSF inhibió parcialmente dicha actividad (Tabla 6 y Gráfica 
3). A pesar que no determinamos la presencia de GM-CSF en ensayos de ELISA, 
los resultados anteriores indican que el GM-CSF está promoviendo probablemente 
la AFC de macrófagos en forma proliferativa. 

Por otra parte, para comprobar que no existía reactividad cruzada entre el GM­
CSF y el anti M-CSF, se realizaron otros cultivos los cuales contenían las anteriores 
moléculas. Cabe mencionar que el anti M-CSF era para reconocer y neutralizar la 
molécula humana. Se usó en un sistema de ratón ya que no existe comercialmente 
anticuerpo contra M-CSF de ratón; aunque se sabe que la molécula humana de M­
CSF tiene actividad sobre células de médula ósea de ratón, ya que ambos sistemas 
poseen una gran homologla (69.5%) (146). Los resultados muestran que el anti M­
CSF no tiene efecto de neutralización en el GM-CSF, ya que solos el GM-CSF o el 
GM-CSF más el anti M-CSF producen casi el mismo número y tipo de colonias 
(Tabla 7). 

Si tomamos en consideración que nuestros resultados indican que el granulocito 
es capaz de secretar M-CSF, estaríamos enriqueciendo el entendimiento de los 
posibles mecanismos en el cual está involucrado este tipo celular en la regulación de 
células leucociticas maduras (neutrófilos y macrófagos). Además de la posible 
existencia de un mecanismo de autorregulación entre granulocitos y macrófagos ya 
que se sabe que el rnacrófago a su vez es capaz de secretar G-CSF (191). 
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GRAFICA 2 
RECONOCIMIENTO DE M-CSF EN EL LISADO DE 

GRANULOCITOS DE CAVIDAD PERITONEAL. 
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TABLA 6: NrurRALIZACION DE LA ACTIVIDAD FORMADORA DE COLONIAS DEL 
USADO DE GRANULOCITOS DE CAVIDAD PERITONEAL DE RATON Y DE 
FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS (CSF's) RECOMBINANTES. 

TIPO DE COLONIA (XJ 

ESTllM.O COLONIAS 

ORA HON-HO 

CN-CSF" 353 39 61 

H-CSF 304 01 •• 
HC L-929 261 06 •• 
ltaado de Cra. 170 12 •• 
CN-CSF + anti CH-CSF 126 33 67 

H-CSf" . anti H-CSF 000 00 00 
Llsado do Cra. + 043 01 •• 
anll CK-CSF' 

Limado do Cra. . 000 00 00 
anll Jf-CSF 

Usado do Cra.1 Llsado do qranulocltos. 
Anll CH-CSF: anticuerpo monoclonal contra el 

Factor Eatl•ulador do colonias do 9ranuloctlos 
y macróra9011 roco11blnanto do ratón (CK-CSF'rm). 
Ant.l K•CSF: anticuerpo poltclonal contra el 
Factor Est111ulador do Colonlaa de Kocróroqo• 
roco111btno.nlo humano IK-CSFrh), 

HC L-929: Medio Condicionado do la l!nca L-929 
CRA.: CranuJoclloa noutrcfrl los, 

NOH-MOt Konocl to-Hacr&ra90. 
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TABLA 7 : ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL ANTI M-CSF EN LA NEUTRALIZACIDN 
DE ACTIVIDAD FORMADORA DE COLONIA. 

ESTUIUUl TJPO DE COLONIA (X) 

COLONU.S º"" HON-KO 
CH•CSF'r11 191 •• 
H-CSF'rh 212 01 
HC L-929 197 17 
Ll•ado de Cra. 200 07 
CM•CSF' + ant. l H-CSF' 208 42 

H-CSF' • ant.I H·CSF' 000 00 

CK•CSF'r11: Faclor Est.laulador de Colonlo.• d" Cranulocltos y 
Hacrórogos recomblna.nt.e de rat&n. 

H•CSF'rh: Factor Est.laulador do Colonia• do Hacróraqo& re-
co11blnant.e humano. 

HC L-929: Medio Condicionado de la lÍnea L•9Z9. 

Ant.l H-CSF': Anllcuerpo conlro H-CSF. 
CRA: Cranulocllo• neutrón los. 

KOH-MO: Honoclto-M11crÓf111~0. 
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DISCUSION 

Hasta hace algunos años el granulocito polimorfonuclear (PMN) había sido 
considerado como una célula diferenciada terminalmente con un papel efector pasivo 
en la inflamación via fagocitosis y la liberación de enzimas y componentes 
citotóxicos preformados. Ahora, algunos investigadores son de la idea de que el 
PMN contribuye significativamente en la respuesta inmune, modulando la inmunidad 
celular y humoral vía la síntesis y liberación de cítocinas inmunoreguladoras (175). 
En los resultados presentados en este trabajo evidenciamos que los PMN's son 
células capaces de secretar una molécula reguladora de la proliferación de 
macrófagos, por lo tanto no únicamente coincidimos con los autores que asignan a 
este tipo celular propiedades moduladoras de la respuesta inmune, sino que también 
participan en la regulación del sistema hematopoyético a través de la secreción de un 
factor estimulador de la proliferación de macrófagos. 

Una de las principales dificultades que se presentaron en el desarrollo de este 
trabajo fue el obtener PMN's altamente purificados, ya que en las células de cavidad 
peritoneal se encuentran otro tipo de células capaces de secretar Actividades 
Formados de Colonias (AFC}. Aunque en la literatura consultada se encuentran 
descritas técnicas especiales para obtener poblaciones altamente purificadas (98 a 
99"/o) (180), nuestros resultados indican que solamente logramos tener una 
purificación moderada (88%, como máximo). Consideramos que lo anterior pudo 
deberse a que trabajamos con células producto de una reacción inflamatoria 
generada por la inoculación de un agente irritante en la cavidad peritoneal, lo cual 
produce células con diferentes grados de activación y por tanto diferentes 
propiedades de adherencia y densidad que son la base de las técnicas establecidas 
para su purificación. 

Con la finalidad de dilucidar si la AFC encontrada en el lisado de las células 
enriquecidas con los PMN's provenían realmente de estas células, se procedió a 
ensayar lisados de otros paquetes celulares en donde la cantidad de PMN's estaba 
disminuida y las de macrófagos o linfocitos aumentadas. La obtención de este tipo 
de paquetes celulares se facilitó por el hecho de que hablamos demostrado que los 
rnacrófagos aumentaban conforme al tiempo de tratamiento con el irritante en la 
cavidad peritoneal, llegando a ser casi la mayoria después de 96 hrs, mientras que 
los linfocitos aumentaban considerablemente a las 72 hrs. Nuestros resultados 
indicaron que cuando estaban aumentados tanto los macrófagos como los linfocitos 
desaparecía la AFC. Por lo tanto, creemos que podemos estar razonablemente 
seguros que son los PMN's los responsables de esta actividad. Además cuando 
obtuvimos poblaciones purificadas de linfocitos de nódulos liniaticos no se encontró 
AFC por sus lisados. 

Es interesante mencionar que a las 96 hrs ti porcentaje de células era semejante 
al encontrado en ratones sin tratamiento en donde los macrófagos son las células 
mayoritarias. Sin embargo, hay que reconocer que no son poblaciones de 
macrófagos semejantes ya que antes de tratamiento son macrófagos residentes, 
mientras que a las 96 hrs son principalmente inducidos de tipo monocito. 
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Seria conveniente diseñar otro tipo de estrategias para purificar la población de 
PMN's ya sea mediante citometria de flujo, eliminación de células contaminantes 
mediante anticuerpos específicos, o utilizando líneas celulares de tipo granulocítíco 
para reafirmar aún más nuestros resultados (192). Otro experimento interesante a 
realizar consistiría en utilizar no únicamente granulocitos no adherentes, como lo 
establece la técnica de purificación utilizada, sino aquellos adherentes con la 
finalidad de obtener información sobre si la capacidad de AFC es dependiente del 
grado de activación de los PMN's, ya que los adherentes se encuentran mucho más 
activados. 

El hecho de haber encontrado que al lisar IOxlCl' PMN's no detectarnos AFC, 
mientras que cuando se lisaron 4x107 ésta se vió fuertemente inhibida, lo asociamos 
a que cuando utilizamos un número menor de células éstas no producían suficiente 
factor inductor para ser detectada en nuestras condiciones de cultivo; mientras que 
cuando se utilizaron un número mayor de células la inhibición presentada puede ser 
atribuida tanto a efectos tóxicos asociados a la liberación de proteasas, u otros 
componentes citotóxicos naturales, como a posibles factores inhibidores de la AFC. 
Seria interesante obtener lisados con rangos mas pequeños de células lisadas para 
obtener las condiciones óptimas de AFC y aún más interesante el determinar si en 
realidad existen factores inhibidores de esta actividad, lo cual abriría un nuevo 
campo de investigación, ya que hasta la fecha se carece de información al respecto. 

Cuando analizamos el tipo de colonias generadas por el LG, utilizamos los 
criterios morfológicos comunmente existentes para asignarles características de 
colonia de macrófago o de granulocito según el tamaño de la~ células (pequeñas 
para granulocitos y grandes para macrófagos}, o del grado de compactación de las 
colonias (muy compacto para granulocitos y muy disperso para macrófagos). Sin 
embargo, para confirmar este tipo de observación era necesario otro tipo de 
indentificación, como lo seria la detección por técnicas citoquímicas de enzimas 
específicas, o mediante una tir.ción específica para células hematológicas. Para ello 
se evaluó la presencia de csterasas especificas de macrófagos (enzimas hidrolíticas) 
con el a-naftil acetato esterasa (186). Mediante este tipo de técnicas obtuvimos la 
confirmación de la naturaleza macrofágica de las colonias, ya que las células que las 
constituían demostraron tener la enzima y en sus tinciones una estructura típica de 
este tipo de fagocitos: amplío citoplasma con gran cantidad de vacuolas y núcleo 
arriñonado y excéntrico. 

El hecho de haber obtenido un pequeño porcentaje de colonias de granulocitos 
nos indica que posiblemente pueda existir algún otro factor diferente al activador de 
macrófagos, por ello procedimos a comparar el tipo de granulocitos inducidos por el 
LG y otros CSF's. Nuestros resultados indican que se formaron colonias de 
granulocitos exclusivamente de tipo banda, diferente al generado por el G-CSF que 
es exclusivamente de polimorfonucleadas y diferente al de GM-CSF la cual genera 
células de ambos tipos. Encontramos que sólo la IL-3 tiene este tipo de inducción, 
por lo cual es posible que también este presente aparte del M-CSF reponsable del 
tipo mayoritario de colonias en nuestros experimentos. 

Aunque es probable la existencia de varios factores estimuladores en el lisado 
por ser éste una fuente no purificada, no hay que perder de vista que el probable M­
CSF existente en el LG por ser de tipo natural y no recombinante, podría ser el 
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responsable de inducir Ja pequeña cantidad de colonias de granulocitos detectada. 
Por otro lado esta pequeña cantidad de colonias de granulocitos pudo ser debida a 
un fenómeno indirecto a través de la secreción de G-CSF por las células 
macrofágicas producidas. La última posibilidad puede ser factible puesto que 
nuestro grupo de trabajo ha reportado que Jos macrófagos inducidos con GM-CSF 
son capaces de producir una actividad tipo G-CSF (189). 

Se ha reportado y también Jo observamos en el presente trabajo qué células de 
médula ósea estimuladas con M-CSF producen colonias de granulocitos en bajos 
porcentajes (193 ). 

Por otro lado, tampoco se descarta que el GM-CSF o Ja IL-3 puedan ser los 
responsables de la AFC encontrada, puesto que en nuestros ensayos observamos que 
ambos factores produc.en porcentajes considerables de colonias de macrófagos, 
aunque también de granulocitos. Además, el GM-CSF tiene actividad dosis 
dependiente, es decir, este factor es capaz de producir colonias de granulocitos a 
concentraciones altas, y colonias de macrófagos en gran proporción cuando se 
utiliza a concentraciones bajas (70,72,190), Jo cual no ha sido reportado para IL-3. 
Esta última posibilidad podría ser factible ya que el GM-CSF se produce en bajos 
niveles y sólo cuando se ha estimulado a las células que lo producen (linfocitos T, 
macrófagos, fibroblastos, epitelio y posiblemente ahora los PMN's) (67, 77,88), por 
tal motivo no descartamos la posible influencia de GM-CSF. 

Para identificar Ja posible existencia de M-CSF en los lisados de LG, realizamos 
los ensayos de identificación a través de Ja técnica de ELISA. Observamos que en 
efecto se encontraba M-CSF en el LG, hecho que fue co)Jfirmado al lograr 
neutralizar totalmente esta AFC cuando se utilizó anti M-CSF. Es de llamar Ja 
atención que esta actividad también fue neutralizada aunque parcialmente cuando 
se introdujo anti GM-CSF. Lo anterior nos hizo pensar que aunque Ja AFC estaba 
dada por una actividad proporcionada directamente por el M-CSF, el anti GM-CSF 
pudiera reconocer parcialmente a esta molécula por compartir algún grado de 
homologia. Sería interesante el evaluar si el anti GM-CSF es capaz de inhibir 
parcialmente Ja actividad generada por el M-CSF Jo cual explicaría nuestra parcial 
inlu'bición por este factor. El hecho de que encontramos en nuestros ensayos que el 
anti M-CSF no inhibe Ja actividad del GM-CSF nos indicaría que Ja posible 
homología existente entre GM y M-CSF sea tal que únicamente sea reconocida por 
el anti GM-CSF. Sin embargo, no descartamos Ja posible influencia de GM-CSF en 
laAFC. 

Por último, es interesante mencionar que Ja actividad presente en el LG 
expresada como AFC de macrófagos esta dada principalmente por una actividad 
tipo M-CSF. Sin embargo, no descartamos la presencia de otros factores que por si 
mismos no tienen actividad proliferadora, pero que en compañía de otros factores 
tales como los CSF' s éstos pueden incrementar Ja respuesta proliferativa (28). 

Los resultados obtenidos en el presente estudio aportan evidencias de que el 
granulocito polimorfonuclear puede ser capaz de producir y tal vez sintetizar 
proteínas de novo. 

Hace algunos años, se manejaba que el PMN cuando alcanzaba Ja madurez era 
incapaz de sintesis proteica, debido a Ja relativa escasez de ríbosomas y retículo 
endoplásmico, además de que Ja habilidad de Jos PMN's en Ja ingestión y fagocitosis 
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de partículas va relacionada con la inhibición de la síntesis de ARN y proteínas 
(175,176). Poco es conocido sobre la síntesis y liberación de CSFºs por los PMN's, 
de los escasos trabajos realizados sólo se han llevado a cabo de fonna i11 vitro y bajo 
estimulo endotóxico (como LPS) o con citocinas (IL-1, IL-2, TNF y GM-CSF) 
(179,180). 

Nuestros resultados revisten de gran relevancia en dos aspectos: primero, en la 
contribución del conocimiento de la biología del PMN como célula capaz de 
producir CSFs; segundo, en el contexto del PMN como célula efectora. Lo anterior 
puede ser canalizado a comparar al PMN con el macrófago, ya que ambos tipos 
celulares poseen características similares como el tener un progenitor común, 
migración y potencial fagocítico, receptores y antígenos de superficie, y pueden 
jugar un papel similar en la defensa del hospedero en fonna inespecífica (180). 

Se conocen actualmente mayores fuentes de M-CSF, como son los macrófagos, 
fibroblastos y células endoteliales. A pesar que desconocemos la magnitud de 
sintesis y liberación de M-CSF por parte de los PMN's, podemos suponer que este 
tipo celular puede tener un papel importante en un sitio de inflamación o infección, 
puesto que son las primeras células en arribar es por ende pensar que la secreción 
local de M-CSF pueda activar aún más la invasión de monocitos, incrementando su 
supervivencia y actividad citotóxica, y puede inducir como es sabido a la secreción 
de otras moléculas tales como TNF, G-CSF, IL-1, IFN y el mismo M-CSF 
(145,147,180). 
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APENDICEA 

Medio Mínimo Esencial de Eagie modificado por Dulbecco. 

Este medio se usó para mantener a los cultivos celulares en condiciones normales 
in vitro. A continuación se hace mención de los componentes químicos de los cuales 
está formado este medio: 

AMINOACIDOS 

L-Arginina 
L-Cistina 
L-Glutamina 
Glicina 
LHistidina HCI H,O 
L-Isoleucina 
L-Leucina 
L-Lisina HCI 
L-Metionína 
L-Fenilalanína 
L-Serina 
L-Treonina 
L-Triptófano 
L-Tirosina (sal disódica) 
L-Valina 

VITAMINAS 

O-Ca pantotenato 
Cloruro de Colina 
Acido Fólico 
Inositol 
Nicotinamina 
Piridoxal HCI 
Rivollavina 
Ti amina 

SALESINORGANICAS 

mg/l 

4.00 
62.57 

584.00 
30.00 
42.00 
05.00 
05.00 
46.00 
30.00 
66.00 
42.00 
95.00 
16.00 

104.20 
94.00 

mg/l 

4.00 
4.00 
4.00 
7.20 
4.00 
4.00 
0.40 
4.00 

mgll 

Cloruro de Calcio anhidro 200.00 
Nitrato Fénico nonahidratado 0.1 O 
Cloruro de Potasio 400.00 
Sulfato de Magnesio anhidro 97 .67 
Cloruro de Sodio 6400.00 
Fosfato monosódico monohidratado 125.00 
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OTROS COMPUESTOS 

L-Glucosa 
Rojo Fenol 

mgll 

4500.00 
·15.00 

Fonna de prepararse: en 950 mi de agua pentadestilada se diluyen 13.4 gil del 
MEMD en polvo (Sigma.USA), se adicionan 3.4 gil de bicarbonato de sodio, además 
los antibióticos penicilina G 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml. Posterionnente se 
afora a un volumen de 1,000 ml, agitándose hasta disolverse sin sobre agitar . El 
medio se ajusta a un pH de 7 .2 a 7.4; posterionnente se esteriliza con filtro de. 
membrana de 0.22 µm en presencia de CO,. Finalmente el MEMD se almacena a 4 <>C 
hasta el momento de su uso. 
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APENDICEB 

RPMI-1640 

El medio se utilizó para mantener en condiciones fisiológicas estables a las células 
de la linea L-929 durante su cultivo. El siguiente listado proporciona los componentes 
del medio. 

AMINOACIDOS 

L-Arginina (libre de base) 
L-Asparagina (anhidra) 
L-Aspartico 
L-Cistina 2 HCI 
L-Acido glutamico 
L-Glutamina 
Glicina 
L-Histidina (libre de base) 
L-HidroKiprolina 
L-lsoleucina 
L-Leucina 
L-Lisina HCI 
L-Metionina 
L-Fenilalanina 
L-Prolina 
L-Serina 
L-Treonina 
L-Triptófano 
L-Tirosina 2 Na 
L-Valina 

VITAMINAS 

Biotina 
D-Pantotenato de calcio 
Cloruro de colina 
Acido fólico 
Mio-lnositol 
Niacinamida 
PABA 
Piridmdna HCI 
Ribotlavina 
Tiamina HCI 
VitaminaB12 

mg/I 

200.00 
50.00 
20.00 
65.20 
20.00 

300.00 
10.00 
15.00 
20.00 
50.00 
50.00 
40.00 
15.00 
15.00 
20.00 
30.00 
20.00 
05.00 
28.83 
20.00 

mg/I 

00.20 
00.25 
03.00 
01.00 
35.00 
01.00 
01.00 
01.00 
00.20 
01.00 
00.005 
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SALES INORGANICAS 

Nitrato de calcio 4 H,O 
Cloruro de potasio · 
Cloruro de sodio 
Sulfato de magnesio 

mg/I 

100.00 
400.00 

6000.00 
48.84 
800.00 Fosfato de sodio dibasico (anhidro) 

OTROS COMPUESTOS 

O-Glucosa 
Glutatión reducido 
Rojo fenol, Na 
HEPES 

mg/I 

2000.00 
01.00 
05.30 

5958.00 

Forma de prepararse: en 950 mi de agua pentadestilada se diluyen 10.39 g de 
RPMI-1640 (Sigma,USA), se adicionan 2.0 g de bicarbonato de sodio, además los 
antibióticos penicilina G 100 U/mi y estreptomicina 100 µg/ml. Posteriormente se 
afora a un volumen de 1000 mi, agitándose hasta disolver sin sobre agitar. El medio 
se ajusta a un pH de 7.2 a 7.4 , y se esterilizó con filtro de membrana de 0.22 µm. en 
presencia de CO,. finalmente el RPMI se almacena a 4"C hasta el momento de su uso. 
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APENDICEC 

Solución Amortiguadora de Fosfatos. 

Esta solución se usó para mantener a las células en condiciones fisiológicas 
estables durante periodos cortos de tiempo. La capacidad amortiguadora es 
proporcionada por las sales de fosfato. Los componentes qulmicos se diluyen en un 
volumen final de 1000 mi de agua pentadestilada. 

COMPONENTE Grs 

Cloruro de Magnesio 0.1 
Cloruro de Calcio 0.1 
Cloruro de Sodio 8.0 
Cloruro de potasio 0.2 
Fosfato monoácido de Sodio 2.16 
Fosfato diácido de Potasio 0.2 

En la mayoría de ocasiones se prescindió del cloruro de calcio y magnesio, estas 
sales no son indispensables para la finalidad en este trabajo. Las restantes sales se 
diluyen en 800 mi de agua bidestilada por agitación. Posteriormente se afora a un 
volumen final de 1,000 mi y esta solución se ajusta a un pH de 7.2 a 7.4. La solución 
amortiguadora se esterilizó usando filtros de membrana (millipore, USA) con un poro 
de 0.22 µm, finalmente la solución se almacena a una temperatura de 4 <>C hasta el 
momento de su uso. 
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APENDICED 

TECNICA DE TINCION DE ALFA-NAFTIL ACETATO ESTERASA. 

La técnica de identificación de esterasas con alfa naftil acetato, se utilizó para 
identificar a células del linaje monocito-macrófago. Se basa en la actividad de ciertas 
enzimas hidrolíticas llamadas esterasas presentes en estos tipos celulares, identificadas 
en base a una coloración marrón en el citoplasma (gránulos). 

JEACTIVOS. 

1) Alfa-Naftil Acetato. 

2) Solución fijadora 
a) Disolver acetato de sodio 60 mg 
b) en acetona 60 mi 
e) agregar agua destilada 40 mi 
d) agregar ácido acético 0.07 mi 

Reftigérese ( 4-6 oC), estable por más de 2 meses. 

3) Solución de pararosanilina: 
a) Disolver pararosanilina 1 g 
b) en solución de HCI 2N 25 mi 

Disolver en caliente, filtrar cuando esté a temperatura ambiente, estable por 2 meses o 
más. 

4) Solución de rútrito de sodio: 
a) Disolver nitrito de sodio 1 g 
b) en agua destilada 25 mi 

Reftigérese ( 4-6 oC) durante 7 días, preparar nueva al término de este periodo. 

5) Buffer de fosfatos 0.2 M con pH: 7.0 a 7.1: 
a) Sol. A: 11.9 g de NaH,PO, monohidratado (fosfato de sodio ácido) en 500 mi de 

agua destilada. 
b) Sol. B: 14.1965 g de Na}Il'04 (fosfato de sodio dibásico) en 500 mi de agua 

destilada. 
Mezclar 250 mi de Sol. B con 130 mi de Sol. A. Adecuar el pH entre 7.0 a 7.1 estable 
por varios meses ( 4-6 oC). 

6) Hematoxilina de Meye(s: 
Solución preparada (Sigma, USA). 

6) Acetona (pura). 

7) Suero fisiológico (NaCI al 0.9 %). 
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PROCEDIMIENTO. 

1) Fijación de los extendidos en solución fijadora durante 1 min. 
2) Lavar con suero fisiológico (dejar secar). 
3) Se incuba durante 60 min en la siguiente solución: 

a) 1 gota de sol. de nitrito de sodio (O.OS mi) y 1 gota de Sol. de pararosanilina 
(O.OS mi). Las dos soluciones se mezclan durante 1 min. 
Se agrega S mi de buffer de fosfatos 0.2 M pH 7.0 a 7.1. 

b) Diluir 10 mg de Alfa-naftil acetato en 0.2 a 0.3 mi de acetona, después agregar 
agitando 20 mi de buffer de fosfatos pH 7.0 a 7.1. 

c) Mezclar las soluciones a y b, y filtrar. 

4) Lavar con agua destilada. 

5) Teilir 10-30 min. con Hematoxilina de Meyer's, lavar adundantemente con agua 
destilada. 
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APENDICEE 

ESTA 
SMJR 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
füriLIOTECA 

TECNICA DE ELISA (Enzime-Linked lmmunoadsorbent Assay). 

El ensayo depende de Ja unión del "antigeno" a la superficie de poliestireno de Ja 
inmunoplaca (placa de 96 pozos tratada; Costar, USA), seguido por Ja inéubación 
secuencial de soluciones conteniendo: 

J) El anticuerpo específico. 
2) El Segundo anticuerpo acoplado con enzima. 
3) El sustrato de la enzima que produce una reacción de coloración, la cual es 

medida en espectrofotómetro como densidad óptica. 

REACTIVOS 
Solución amortiguadora de carbonatos (SAC) 1 M pH: 9.5. 

Na,CO, 7.0g 
NaHCO, 2.Sg 
Agua destilada 1,000 mi 

Solución amortiguadora de fosfatos (SAF) pH: 7.4 (NaCI 0.15 M, Fosfatos 0.01 M). 
NaCI 8.77 g 
Na,HPO, - 12 H,O 2.70 g (1.4 g anhidro) 
NaH,PO, - 2 H,O 0.4 g 
Agua destilada 1,000 mi 

Tween al 0.1 % en SAF. 
Tween 20 
SAF 

1 mi 
999 mi 

Solución de bloqueo (albúmina al 2 %). 
Albúmina 2.0 g 
SAF 100 mi 

Solución amortiguadora de citratos (SACr), pH: 5.6. 
Citrato de sodio 29.0 g 
Acido citrico 4 .1 g 
Agua destilada J,000 mi 

Sustrato para peroxidasa (prepararse al momento y mantener en obscuridad). 
Orto-fenilendiamina (OPD) 0.006 g 
Peróxido de hidrógeno al 3 % 100 µI 
SACr 10 mi 

Acido sulfürico 2. 5 N. 

PROCEDIMIENTO 
1) Introducir el antlgeno a la inmunoplaca diluido en SAC (100 µI). Incubar a 37 oC· 

durante 1 h y toda la noche a 4 oC. 
2) Lavar con solución Tween-SAF 4 veces. 
3) Bloquear con SAF-albúmina incubando 1 ha 37 oC. 
4) Lavar con solución Tween-SAF 4 veces. 
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5) Adicionar el primer anticuerpo diluido en SAF-albúnúna (100 µVpozo),·incubar 1.5 
ha 37 'C. 

6) Lavar con solución Tween-SAF 4 veces. 
7) Adicionar el conjugado o secundario (anticuerpo-enzima) en la dilución adecuada, 

incubar 1.5 ha 37 'C. 
8) Lavar con solución Tween-SAF 4 veces. 
9) Adicionar el sustrato OPD (100 mVpozo), y parar la reacción a los·10 min con 
H,S0.(25 µI). 
10) Leer a 490 nm en espectro o lector de ELISA (Dynatech, USA). 
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