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Supresión de la Megacariocitopoyesis Mediada 
por Oxido Nítrico 

 
RESUMEN 

En el presente trabajo se analizó el efecto del óxido nítrico (ON) sobre la 
proliferación de megacariocitos (MCs). Células mononucleares (CMN) o CD34+ 
fueron cultivadas en medio líquido en presencia de nitroprusiato de sodio (NPS), 
2,2′-(Hidroxinitrosohidracino)bis-etanamina (DETA/ON) o 1-propil-1'-(3-
aminopropil)-2-hidroxi-2-nitrosohidrazina (PAPA/ON) y luego estimuladas con 
trombopoyetina. El número del MCs disminuyó por el tratamiento con los dadores 
de ON. La estimulación de CMN o células CD34+ con factor de necrosis tumoral-α 
(TNF-α) o interferón-γ (IFN-γ) incrementó los niveles endógenos de ON y suprimió 
el crecimiento de MCs. Además, el tratamiento con inhibidores de la síntesis de 
ON revirtió parcialmente la inhibición del crecimiento de MCs inducida por TNF-α e 
IFN-γ aunque el incremento de los niveles de ON fue completamente suprimido. El 
análisis del contenido de ADN por citometría de flujo demostró que la apoptosis es 
el mecanismo asociado con el efecto citotóxico del ON. 

El tratamiento de MCs con ON promovió un aumento en los niveles de 
GMPc y establecimos el rol central de este segundo mensajero durante la 
apoptosis de MCs mediante diversas estrategias farmacológicas para modular sus 
niveles intracelulares. Además, los MCs tratados con PAPA/ON mostraron un 
aumento tanto en la expresión del fragmento activo de caspasa-3 como de su 
actividad biológica y paradójicamente aumentó la expresión de Bcl-xL. Por otra 
parte, el ON no fue capaz de modular la formación de proplaquetas ni la 
producción de plaquetas en cultivo pero si de inhibir la adhesión de MCs a células 
endoteliales. 

Estos hallazgos en conjunto señalan al ON como un regulador negativo de 
la megacariocitopoyesis. 

 

PALABRAS CLAVES: Megacariocitos, apoptosis, óxido nítrico, 
caspasas, Bcl-xL. 
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Megakaryopoiesis Suppression Mediated 

by Nitric Oxide 
 

ABSTRACT 
In the present work it was analyzed the effect of nitric oxide (NO) on 

megakaryocyte (Mk) proliferation. Mononuclear (MNCs) and CD34+ cells were 
cultured in liquid medium in the presence of sodium nitroprusside (SNP), 2,2′-
(Hydroxynitrosohydrazino)bis-ethanamine (DETA/NO) or 1-propyl-1'-(3-
aminopropyl)-2-hydroxy-2-nitrosohydrazine (PAPA/NO) and then stimulated with 
thrombopoietin. Mk number decreased after treatment with all NO donors. 
Stimulation of MNCs or CD34+ cells with tumor necrosis factor-α (TNF-α) and 
interferon-γ (IFN-γ) increased endogenous NO levels and suppressed Mk growth. 
Besides, treatment with NO synthesis inhibitors partially reversed Mk growth 
inhibition induced by TNF-α and IFN-γ, although increased NO levels returned to 
normal values. DNA analysis by flow cytometry showed that apoptosis is the 
mechanism associated with the cytotoxic NO effect. 

Mk treatment with PAPA/ON promoted an increase in the cGMP 
intracellular levels and it was established the leading role of this second 
messenger in Mk apoptosis by using several pharmacological strategies to 
modulate its levels. Besides, Mk treatment with PAPA/NO caused an increase not 
only in the caspase-3 active fragment expression but also in its activity and, 
paradoxically enhanced the expression of Bcl-xL. On the other hand, NO failed to 
modulate neither proplatelet formation nor platelet production in culture but it 
inhibited MC adhesion to endothelial cells. 

Taken together, these findings point NO as a negative regulator of 
megakaryopoiesis. 

 

KEYWORDS:  Megakaryocytes,  apoptosis,  nitric oxide,  caspases, 
Bcl-xL. 
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ABREVIATURAS.
8-pCPT-GMPc: 8-(4-Clorofeniltio)-3', 5'-
monofosfato cíclico de guanosina 
8-Br-GMPc: 8-Bromo-3', 5'-monofosfato cíclico 
de guanosina 
Ac-DEVD-pNA: acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-
nitroanilida 
AA: Aminoácidos 
AcMo: Anticuerpo monoclonal 
BFU-MK: Burst Forming Units-MK o unidad 
formadora de colonias megacariocíticas en 
estallido 
BH4: (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina 
BSA: Albúmina sérica bovina 
Ca++: Calcio 
CaM: Calmodulina 
CE: Célula endotelial 
CFU-MK: Colony Forming Units-MK o unidad 
formadora de colonias megacariocíticas 

DETA/ON: 2,2′-(Hidroxinitrosohidracino)bis-
etanamina  
DMSO: Dimetil sulfóxido 
DTT: Ditritiotreitol 
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético 
EGF: Factor de crecimiento epidérmico 

EGTA: Acido etilenglicol-bis(β-aminoetil)-
N,N,N′,N′-tetraacético 
ELISA: Enzime-linked immunosorbent assay o 
Ensayo inmunoabsorbido unido a una enzima 
ERK 1/2: Extracellular-signal-regulated 
kinase 1/2 o Quinasas reguladas por 
señales extracelulares 
ES: Error estándar 
FAD: Flavín adenín dinucleótido 
FITC: Isotiocianato de Fluoresceína 
FMN: Flavín mononucleótido 
FSC: Forward-Side Scatter o Patrón de luz 
hacia adelante 

GP: Glicoproteína 

IFN-γ: Interferón-γ 
Ig: Inmunoglobulina 
IL: Interleuquina 

IP: Ioduro de propidio 
kDa: kiloDalton 
L-NMMA: NG-Monometil-L-arginina 
L-NAME: NG-Nitro-L-arginina-Metil Ester 
LPS: Lipopolisacáridos 
MAPK: Mitogen activated protein kinase o 
Proteína quinasa activada por mitógenos 
MEK: Mitogen-activated protein/ERK kinase 
o Quinasa de ERK 1/2 
MC: Megacariocito 
MCp: Megacariocitopoyesis 
NADP: Fosfato de nicotinamida adenina 
dinucleótido 
NPS: Nitroprusiato de Sodio 
ON: Oxido Nítrico 

PAPA/ON: 1-propil-1'-(3-aminopropil)-2-
hidroxi-2-nitrosohidrazina 
PBS: Tampón fosfato salino 
PDGF: Factor de crecimiento derivado de 
plaquetas 
PE: Ficoeritrina 
PI3K: Fosfatidil inositol 3 quinasa 
SDM: Sistema de demarcación de membrana 
SSC: Side-Side Scatter o Patrón de luz 
ortogonal 

SCF: factor de crecimiento de células 
madres 

TGF-β: Factor transformador del crecimiento-β 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral-α 
TPO: Trombopoyetina 
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular



 

 
 
 

 
INTRODUCCIÓN 
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1.1. Megacariocitopoyesis 

La hematopoyesis, o formación de nuevas células sanguíneas, consiste en 

una serie de eventos a través de los cuales una célula madre pluripotencial o 

stem cell es capaz de dar origen a todos los linajes sanguíneos que, en el ser 

humano adulto, tiene lugar en la médula ósea. Las stem cell carecen, por lo tanto, 

de especificidad para linaje alguno pero poseen la capacidad de autorrenovarse. 

A medida que son estimuladas por una serie de factores hematopoyéticos pierden 

dicha capacidad y se convierten en progenitores comisionados, que luego de 

sucesivos estadíos de diferenciación, dan origen a todas las poblaciones celulares 

constituyentes del tejido sanguíneo [1]. 

La megacariocitopoyesis (MCp), o proceso por el cual precursores 

megacariocíticos proliferan y maduran para dar lugar a la formación de plaquetas, 

puede ser divida en dos etapas. La primera está constituida por progenitores 

megacariocíticos cuya función principal es amplificar el número de estas células 

en la médula. A su vez, se han podido identificar dos tipos de progenitores en 

base a su densidad y velocidad de sedimentación, el tipo de colonias que 

desarrollan en cultivos semisólidos y el tiempo en que tardan en desarrollarlas. El 

representante más temprano se denomina unidad formadora de colonias 

megacariocíticas en estallido o BFU-MK (del inglés Burst Forming Units-MK) [2]. 

Estas células requieren de aproximadamente 21 días para desarrollar colonias 

compuestas por 40 a 500 células de aspecto heterogéneo y con múltiples 

agrupamientos. El otro precursor, representante de un estadío de diferenciación 

más avanzado, se conoce como unidad formadora de colonias megacariocíticas o 
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CFU-MK (del inglés Colony Forming Units-MK) [3, 4]. A diferencia de las BFU-MK, 

estos progenitores luego de 10-12 días de cultivo desarrollan colonias de aspecto 

más homogéneo que contienen entre 3 y 32 células. 

En la segunda etapa de la MCp pueden identificarse células 

“morfológicamente diferenciables” ya que adquieren características que permiten 

su distinción microscópica utilizando tinciones histológicas convencionales. Estas 

células ya han perdido su capacidad proliferativa y representan entre el 0,02 y 

0,05 % de las células nucleadas de médula ósea y el 0,001% de las de sangre 

periférica. Es en esta etapa que ocurre un fenómeno sin parangón dentro de la 

hematopoyesis en el cual la replicación del ADN continúa pero, en contraste con 

los estadíos proliferativos previos, no ocurre ni cito ni cariocinesis. Se produce 

entonces un proceso que se denomina “endomitosis A” donde las células no 

desarrollan ni la anafase B, ni la telofase y la subsiguiente citocinesis, fases 

terminales de una mitosis normal [5, 6]. Ha sido demostrado que la segregación 

asimétrica de los cromosomas conduce a la poliploidización de MCs aunque el 

mecanismo molecular responsable de este fenómeno aún no ha sido esclarecido 

[7]. En consecuencia, al final de la MCp, se obtienen células de gran tamaño con 

un núcleo grande, multilobulado y poliploide. La ploidía media de los MCs 

humanos normales es de 16N observándose casos excepcionales de hasta 128N. 

Aunque se sabe que la principal consecuencia de la poliploidización de los MCs 

es aumentar el tamaño celular para favorecer la producción de plaquetas, también 

ha sido sugerido que el nivel de ploidía puede modificar el tamaño y la función de 

las mismas [8]. 
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Las células que componen esta segunda etapa han sido divididas en tres 

estadíos (Cuadro 1). Los MCs del estadío I, o megacarioblastos, presentan la 

mayor relación núcleo/citoplasma, su núcleo es compacto y el citoplasma es 

basófilo debido al alto contenido de ARN y al escaso contenido granular. Estas 

células sintetizan ADN y comienzan a realizar endocitosis. Los MCs del segundo 

estadío, o promegacariocitos, presentan una reducción en la relación 

núcleo/citoplasma como resultado de un citoplasma más grande con mayor 

contenido de organelas y se desarrolla el denominado sistema de demarcación de 

membrana (SDM). Se presume que en esta etapa culmina la última endomitosis y 

cesa la síntesis de ADN. Finalmente, el último estadío de este grupo es el MC 

propiamente dicho, que posee el mayor tamaño de los tres, abundantes gránulos 

eosinófilos citoplasmáticos y el SDM completamente desarrollado [1]. 

Cuadro 1. Características diferenciales entre los MCs morfológicamente 

reconocibles. 

30-50 µm15-30 µm10-12 µmTamaño
Gránulos 
azurófilos

Gránulos 
azurófilos

localizados

Basófilo
Sin gránulos

Citoplasma

~ 56%~ 25%~ 19%Frecuencia

< 1Aprox. 1> 1Relación 
Núcleo/Citoplasma

Lobulado o 
cromatina 

densa

LobuladoNo lobuladoNúcleo

Etapa III 
Megacariocito

Etapa II 
Megacarioblasto

Etapa I 
Promegacarioblasto

30-50 µm15-30 µm10-12 µmTamaño
Gránulos 
azurófilos

Gránulos 
azurófilos

localizados

Basófilo
Sin gránulos

Citoplasma

~ 56%~ 25%~ 19%Frecuencia

< 1Aprox. 1> 1Relación 
Núcleo/Citoplasma

Lobulado o 
cromatina 

densa

LobuladoNo lobuladoNúcleo

Etapa III 
Megacariocito

Etapa II 
Megacarioblasto

Etapa I 
Promegacarioblasto

 

 12



El número total de MCs en la médula ósea de un ser humano adulto normal 

es aproximadamente 4x107 células [9]. Los MCs también pueden encontrarse en 

el torrente sanguíneo [10]. Estudios realizados en la circulación pulmonar han 

demostrado que en la arteria pulmonar existe un número mayor de MCs respecto 

de la vena, y se ha sugerido que estas células entrarían normalmente en 

circulación hacia el fin de su ciclo de vida para establecerse en el pulmón donde 

eventualmente liberarían plaquetas [11, 12]. 

Si bien ya en 1906 se había postulado que las plaquetas eran pequeños 

fragmentos del citoplasma de MCs [13] aún hoy no está claro de qué manera 

ocurre dicha fragmentación. Al respecto, existen dos teorías acerca de la 

formación de plaquetas representadas en dos modelos: 

• El modelo estático postula que dentro del citoplasma del MC se van 

delineando territorios. A medida que el MC madura se van generando 

subterritorios cada vez más pequeños hasta quedar del tamaño de 

plaquetas las cuales son liberadas en la médula ósea por fragmentación 

[14]. 

• El modelo fluido se basa en la emisión de filamentos largos a partir del 

SDM que se denominan proplaquetas. Estas estructuras se van bifurcando 

y entran al torrente circulatorio de la médula donde se fragmentan y liberan 

plaquetas funcionales [15, 16]. 
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1.1.1. Identificación de los diferentes estadíos por marcadores de membrana 

Los distintos estadíos de la MCp pueden identificarse por la expresión 

diferencial de moléculas específicas en la membrana plasmática de las células. 

Mientras que todos los progenitores comisionados junto con las stem cells 

expresan CD34, las BFU-MK expresan, además, CD110 y las CFU-MK HLA-DR y 

CD33 [2, 17]. A medida que avanza la MCp estos marcadores tempranos van 

desapareciendo para dar lugar a la síntesis de glicoproteínas (GP) específicas. 

Las primeras que aparecen son la GP αIIb (CD41) y la β3 (CD61) también 

conocidas como IIb y IIIa respectivamente [18]. Estas proteínas se encuentran 

asociadas de manera no covalente formando una integrina heterodimérica 

inactiva que se localiza principalmente en la membrana celular formando el 

complejo GP IIb-IIIa el cual posee gran importancia en la función hemostática de 

la plaqueta al constituir el receptor de ciertas proteínas adhesivas, como el 

fibrinógeno y el factor de von Willebrand, que actúan durante la activación 

plaquetaria como puente de unión interplaquetario [19]. Más tardíamente, 

comienza a expresarse otro marcador relevante del linaje megacariocítico, el 

complejo glicoproteico Ib/IX/V, que juega un papel esencial en la adhesión de las 

plaquetas al subendotelio [20]. Junto con este complejo, se expresa CD36 que 

identifica a la GP IV, receptor para trombospondina y el colágeno tipo I [21]. 

Interesa destacar que todas estas GPs pueden ser endocitadas para formar un 

reservorio en los gránulos [22-25]. 

 

 14



1.2. Estructura del megacariocito 

Las características más relevantes de los MCs maduros, además de las 

mencionadas previamente, son la presencia de gránulos citoplasmáticos de 

cuatro tipos: los gránulos α, δ o densos, lisosomas y peroxisomas. 

Los gránulos α contienen proteínas que juegan un papel importante en la 

hemostasia, inflamación y reparación de tejidos siendo las únicas específicas de 

MCs el factor plaquetario 4 y la tromboglobulina (Cuadro 2) [1]. Estos gránulos 

adquieren sus proteínas a través de dos mecanismos distintos: biosíntesis [26] o 

endocitosis tanto mediada por receptor o a través de fase fluida [27]. 

 

Cuadro 2. Proteínas de los gránulos α. 

Proteínas de matriz Proteínas de membrana 
Altas concentraciones 

plasmáticas 
Bajas concentraciones 

plasmáticas 
 

Sólo en membrana de gránulos α 

Endocitadas Multimerina  P-selectina 

Fibrinógeno β-Tromboglobulina GMP-33 

Albúmina Factor plaquetario 4 Osteonectina 

Fibronectina 

IgG, A y M 

Factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF) 

 
En membrana plasmática y de 

 Factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) 
gránulos α 

GP IIb-IIIa 

Sintetizadas por MCs 
factor von Willebrand 

Factor transformador del 

crecimiento-β (TGF-β) 

GP IV 

CD9 

Trombospondina 

factor V de coagulación 

Factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) 

PECAM 

GP Ib-IX-V 

  Rap 
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Los gránulos densos, que aparecen en estadíos más maduros de 

diferenciación que los gránulos α, presentan en su membrana las glicoproteínas 

IIb-IIIa, Ib, granulofisina y P-selectina [23-25]. En su interior contienen nucleótidos 

de adenina, cationes divalentes, histamina, serotonina y adrenalina [28]. Todas 

estas moléculas participan en la formación del trombo plaquetario, ya que al ser 

liberadas, activan plaquetas generando un mecanismo de retroalimentación 

positiva. 

Si bien los lisosomas comparten con los gránulos densos la expresión de 

granulofisina (CD63), también contienen enzimas específicas como catepsina D y 

E, diversas glicosidasas, fosfolipasa A2, fosfatasa ácida y aril sulfatasa [29-32]. 

Los lisosomas también son liberados durante la activación plaquetaria pero no 

tienen ninguna función hemostática. Al igual que en el resto de las células estos 

gránulos se encargan del procesamiento y reciclado de las vesículas endocíticas 

o pinocíticas por hidrólisis [33, 34]. 

Por último, se cree que los peroxisomas contienen catalasa y peroxidasa 

de manera tal que pueden metabolizar especies reactivas del oxígeno [35, 36]. 

 

1.3. Regulación de la megacariocitopoyesis 

Inicialmente se consideraba que el desarrollo de los MCs, al igual que el de 

otros linajes celulares sanguíneos, requería de dos factores humorales distintos: 

uno de acción temprana, promotor de la proliferación celular y otro, más tardío, 

capaz de estimular la maduración. Los primeros hallazgos demostraron que tanto 
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las interleuquinas (IL)-3, 6 y 11 como el factor de crecimiento de células madres 

(SCF del inglés stem cell factor) eran capaces de estimular los estadíos iniciales 

de la MCp [37]. Sin embargo, no se había logrado la identificación de un factor 

destinado a la maduración final de estas células. 

 

1.3.1. c-Mpl 

El primer paso para el descubrimiento de la trombopoyetina (TPO) y su 

receptor fue la identificación del virus responsable de la leucemia 

mieloproliferativa murina denominado MPLV (del inglés Myeloproliferative 

Leukemia Virus) [38]. El oncogen transformante (v-mpl) fue reportado recién en 

1990 [39] y gracias a este hallazgo, fue clonado el correspondiente proto-oncogen 

celular humano (c-Mpl) [40]. 

El c-Mpl fue posteriormente clasificado dentro de la superfamilia de 

receptores para factores de crecimiento y, como carece de actividad quinasa 

intrínseca, a su vez dentro de la subfamilia “tipo I” (junto con los receptores para 

EPO, G-, GM-CSF y las IL-1 a la 7, entre otras). El gen del c-Mpl humano se 

localiza en el brazo corto del cromosoma 1 (1p34) y está compuesto por 12 

exones que codifican para una proteína de 635 AA y 71 kDa. Tanto en humanos 

como en ratones existen 3 formas diferentes del Mpl generadas por empalmes 

(splicing) alternativos pero sólo una de ellas (denominada Mpl-P) es 

completamente funcional [41]. 
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1.3.2. Trombopoyetina 

Aunque el término trombopoyetina (TPO) fue usado por primera vez en 

1958 para describir la sustancia humoral capaz de aumentar la producción de 

plaquetas luego de una trombocitopenia inducida [42], el gen para la TPO recién 

pudo ser clonado en 1994. Este factor de crecimiento ha demostrado ser la 

citoquina más relevante en la diferenciación y maduración de MCs. El gen de la 

TPO se localiza en el cromosoma 3q26-q28 y codifica para un polipéptido de 353 

aminoácidos (AA) que resulta en una GP de 35 kDa de peso molecular (Figura 1). 

La misma incluye una secuencia secretora de 21 AA y dos dominios, uno amino-

terminal de 154 AA que muestra un 23 % de identidad (50 % similitud) con la 

eritropoyetina (EPO) y un fragmento único carboxi-terminal de 178 AA que está 

áltamente glicosilado [43]. 

 

 

Figura 1. Estructura de la TPO. Comparación con la EPO. 

 

Se ha demostrado que el dominio amino-terminal puede estimular la MCp 

in vitro por sí mismo y que el mismo se encuentra áltamente conservado entre 
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diversas especies, incluyendo humanos, cerdos, ratas, ratones y perros [44]. 

Además, la primera y última cisteína de este dominio forman dos puentes 

disulfuro que son fundamentales para la actividad biológica de la TPO. Una forma 

recombinante de esta citoquina que consiste sólo en este dominio, es totalmente 

funcional in vitro, indicando que el mismo contiene todos los elementos 

estructurales requeridos para unirse y activar al receptor c-Mpl. En cambio, aún 

no se ha precisado la función del dominio carboxi-terminal, que contiene 

abundantes sitios de glicosilación y es rico en prolina, serina y treonina, aunque 

se especula que podría aumentar la vida media de la TPO [41]. 

La TPO es producida principalmente en hígado, riñón y en el estroma 

medular [45, 46]. Tanto in vivo como in vitro la TPO ejerce los siguientes efectos 

durante el desarrollo de los MCs: 

 

• Aumenta el número y tamaño de MCs [47]. 

• Estimula la expresión de GPs plaquetarias específicas [48]. 

• Estimula la formación de gránulos plaquetarios específicos [49]. 

• Es el principal estímulo de la endomitosis y poliploidización de MCs [37]. 

• Promueve el desarrollo del SDM y de campos plaquetarios [49]. 

 

Como consecuencia de la eliminación génica de este factor de crecimiento 

(al igual que la de su receptor) resulta en una severa trombocitopenia 

presentando una reducción de más del 95 % de los progenitores comisionados al 
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linaje megacariocítico [50, 51]. Sin embargo, estudios in vitro han demostrado que 

otras citoquinas como las IL-3, 6, 9, 11, SCF, EPO [37, 52-55] son capaces de 

sinergizar los efectos de la TPO en los procesos anteriormente enumerados lo 

cual sugiere que si bien la TPO tiene un papel principal en la MCp, no es la única 

citoquina involucrada en dicho proceso. 

Junto con los efectos descritos en MCs y sus precursores inmediatos, la 

TPO también permite la supervivencia de stem cells [56] y actúa en forma 

sinérgica con la IL-3 y el SCF para inducir la entrada de estas células al ciclo 

celular resultando en un aumento de la producción de stem cells y progenitoras 

comisionadas de todos los linajes [57]. De esta manera, los efectos inhibitorios a 

nivel de todos los estadíos de la MCp, la supresión génica de TPO o de su 

receptor, se asocia con una reducción significativa de los valores normales del 

número de células progenitoras hematopoyéticas de otros linajes afectando 

principalmente al eritroide [50]. 

 

1.3.3. Mecanismos de señalización que regulan la MCp 

Está descrito que la interacción entre la TPO y su receptor promueve la 

dimerización del c-Mpl. Al igual que otros receptores para citoquinas, la 

fosforilación de tirosina es esencial para la iniciación de la señal del c-Mpl y los 

subsecuentes eventos de transducción. A diferencia de aquellos receptores para 

factores de crecimiento hematopoyéticos que presentan actividad de tirosina-

quinasa intrínseca, la fosforilación del c-Mpl es debido a una tirosina-quinasa 

citoplasmática denominada JAK2 (del inglés Janus Kinase 2) que se activa como 
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consecuencia del cambio en la conformación del c-Mpl luego de su unión con la 

TPO [58]. La activación de JAK2 promueve la fosforilación de los residuos de 

tirosina en la porción distal del c-Mpl generando un sitio de reclutamiento de 

proteínas SH2. La unión de la TPO al c-Mpl gatilla al menos tres eventos de 

señalización críticos que median los efectos de este factor de crecimiento sobre 

células hematopoyéticas humanas (Figura 2): 

• Fosforilación y activación de un grupo de proteínas denominado STATs 

(del inglés Signal Transducers and Activators of Transcription). Las STATs 

fosforiladas, dimerizan, translocan al núcleo y estimulan la transcripción 

génica [59]. 

• Activación de la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) que activa Akt (también 

llamada PKB), enzima implicada en la proliferación celular. Este 

mecanismo es potenciado por la fosforilación de SH2 [60, 61]. Además se 

activa una PKC que potencia la respuesta proliferativa inducida por Akt 

[62]. 

• Activación de la quinasa MEK (del inglés Mitogen-activated protein/ERK 

Kinase) la cual fosfolila las MAPK (del inglés Mitogen-Activated Protein 

Kinase) ERK 1/2 (del inglés Extracellular-signal-Regulated Kinase). La 

activación de ERKs promueve la endomitosis de MCs [63]. Además, la 

activación de PKCζ contribuye a la activación de estas MAPK [64]. 
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Figura 2. Mecanismos de señalización intracelular mediados por la interacción TPO/c-Mpl en 

células hematopoyéticas humanas. 

 

1.4. Oxido nítrico 

El óxido nítrico (ON) está involucrado en distintos procesos fisiológicos y 

patológicos. Es una molécula compuesta por un átomo de nitrógeno y otro de 

oxígeno determinando un número total de 15 electrones. De estos electrones, uno 
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se encuentra desapareado en el orbital molecular más externo, dándole un 

carácter de radical libre con una corta vida media en medios biológicos. Dado que 

es apolar, se particiona bien en medios hidrofóbicos y esto le permite difundir a 

través de membranas biológicas funcionando como mensajero intercelular. Desde 

el punto de vista redox, es un agente oxidante débil y algo mejor reductor [65]. 

Es sintetizado por una familia de enzimas denominadas ON sintetasas 

(NOS del inglés Nitric Oxide Synthase) según la siguiente reacción en la cual el 

grupo guanidino de la arginina se oxida a ON: 

L-arginina + O2 + NADPH  ON + citrulina + NADP+

 

1.4.1. Generación enzimática de ON 

La forma activa de las NOS se refiere a dos moléculas de la enzima unidas 

a otras dos de calmodulina (CaM) conformando un tetrámero. Su acción es 

dependiente de los siguientes co-factores: (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), 

flavín adenín dinucleótido (FAD), flavín mononucleótido (FMN) y Fe-protoporfirina 

IX (hemo) (Figura 3). Se han caracterizado tres isoformas distintas, que son 

producto de genes diferentes con una homología del 51-57 % entre las isoformas 

humanas y cada una de ellas presenta diferente localización, regulación, 

propiedades catalíticas y sensibilidad a inhibidores [66]. 
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Figura 3. Estructura esquemática de las NOS. Adaptado de Biochem J (2000) 357: 593. 

 

Si bien existe una sola copia de los diferentes genes de cada una de las 

isoformas de las NOS en el genoma haploide humano, estos poseen una 

estructura genómica similar lo que sugiere que provienen de un gen ancestral 

común. Las NOS muestran una estructura en dos dominios (Figura 4) en la cual el 

dominio amino-terminal (con función oxigenasa) contiene sitios de unión para el 

grupo hemo, BH4 y L-arginina que además se une por un sitio de reconocimiento 

a la CaM al dominio carboxi-terminal (con función reductasa) el cual contiene los 

sitios de unión para FAD, FMN y NADPH [65]. 
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Figura 4. Comparación estructural de las NOS. PDZ: dominio que favorece la localización 

sináptica. 

 

Las isoformas fueron denominadas según el tejido en el cual fueron 

identificadas originalmente: la nNOS (también conocida como tipo I) hallada en el 

tejido neuronal, la iNOS (tipo II) en macrófagos y la eNOS (tipo III) en células 

endoteliales vasculares. También fueron caracterizadas por su expresión 

constitutiva (eNOS y nNOS) o inducible (iNOS) y por su dependencia 

(eNOS/nNOS) o independencia (iNOS) del calcio (Ca++) [65]. Sin embargo, como 

se explica a continuación, hoy se conoce que tales diferencias no son tan 

estrictas. Además de estar expresadas en los tejidos anteriormente mencionados, 

cada una de estas isoformas fueron identificadas posteriormente en otros tejidos 
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revelando expresión de nNOS en músculo esquelético y epitelio respiratorio [67, 

68] y de eNOS en miocardio, músculo esquelético, células epiteliales y neuronas 

[69-72]. 

La síntesis de eNOS también puede ser inducida por diferentes estímulos 

como el VEGF, el entrenamiento físico y los aumentos en las fuerzas de 

rozamiento (shear stress) [73-75]. Recientemente, hemos demostrado un 

aumento en la expresión de eNOS en células endoteliales infectadas con virus 

Junin y también se ha descripto este aumento en células endoteliales y de 

Schwann del nervio sciático durante la neuritis autoinmune experimental [76, 77]. 

En cuanto a la iNOS, se ha demostrado su expresión constitutiva en linfocitos B 

transformados con el virus Epstein Barr así como también en ciertos tipos 

celulares de otras especies como las células de Leydig de rata o del sistema 

reproductor equino [78-80]. 

Por otra parte, ha sido reportada la presencia y actividad de “proteínas del 

tipo NOS” en las mitocondrias (mtNOS) mediante diversas técnicas [81, 82]. Sin 

embargo, aún se debate acerca de la identidad de la mtNOS ya que existe 

reacción cruzada de esta enzima con anticuerpos anti-eNOS, nNOS e iNOS [83-

85]. Esta enzima se ubicaría principalmente en la membrana mitocondrial interna, 

próxima a los complejos de la cadena respiratoria y tendría un papel importante 

en la regulación de la respiración, el potencial de membrana y el pH de la matriz 

mitocondrial y la disponibilidad de oxígeno y energía en los tejidos [86]. 
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1.4.2. Regulación de la actividad de las NOS 

La CaM fue la primer proteína reportada con capacidad de interactuar con 

las NOS y hoy se acepta que es necesaria para la actividad biológica de las tres 

isoformas. La CaM se une a la eNOS únicamente cuando los niveles 

intracelulares de Ca++ aumentan como respuesta a señales extracelulares, tales 

como aumento en las fuerzas de rozamiento de la sangre, o por la acción de la 

acetilcolina, histamina, serotonina, bradiquinina, o sustancia P [65]. 

La activación de la eNOS también puede responder a un mecanismo de 

fosforilación. Un aumento en las fuerzas de rozamiento en la circulación 

sanguínea promueve la fosforilación de la eNOS a través de la proteína quinasa 

Akt promoviendo un aumento de su actividad [87, 88]. 

La proteína de choque térmico 90 (Hsp90) ha sido identificada como un 

modulador alostérico de la eNOS. La activación de células endoteliales por el 

VEGF, histamina o fuerzas de rozamiento aumentan la interacción de esta 

chaperona con la eNOS aumentado aproximadamente tres veces la actividad de 

esta última [89]. 

Entre las tres isoformas sólo la eNOS sufre dos modificaciones 

postraduccionales claves para su regulación: es acilada tanto por miristato como 

por palmitato. Esta doble acilación es requisito para su localización eficiente en 

las caveolas de las células endoteliales [90]. 

La iNOS se fija irreversiblemente a la CaM de manera que no depende de 

la concentración de Ca++. A diferencia de las otras dos isoformas, la iNOS carece 
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de una secuencia de 40-50 AA en el centro del subdominio de unión al FMN que 

forma un loop que permite autoinhibir la enzima desestabilizando la unión de CaM 

en bajas concentraciones de Ca++ e inhibiendo la transferencia de electrones 

desde el FMN hacia el hemo en ausencia de Ca++/CaM [91]. En forma similar a la 

eNOS, la iNOS es regulada por la interacción con proteínas ya que se ha 

demostrado que una proteína citosólica denominada kalirina inhibe su actividad 

catalítica impidiendo la formación de homodímeros de esta isoforma de NOS [92]. 

 

1.4.3. Inhibidores de las NOS 

Existen numerosos inhibidores de las tres isoenzimas que presentan 

diferencias en su especificidad, sitio de interacción y modo de acción. En el 

presente trabajo de Tesis se utilizaron dos inhibidores que son análogos de la L-

arginina: la NG-Monometil-L-arginina (L-NMMA) que es un inhibidor no selectivo y 

la NG-Nitro-L-arginina-Metil Ester (L-NAME) que es parcialmente selectivo para la 

eNOS [65]. 
 

1.4.4. Generación no enzimática de ON 

El ON también puede ser generado de manera no enzimática a partir de 

algunas moléculas como son los S-nitrosotioles, nitratos orgánicos, complejos 

hierro-nitrosilo y los complejos iónicos de aminas secundarias con ON [65]. 

En el presente trabajo de Tesis utilizamos dos tipos de dadores de ON: uno 

de ellos fue el nitroprusiato de sodio (NPS) que pertenece al grupo de complejos 
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hierro-nitrosilo. Este compuesto puede descomponerse en ON por efecto de la 

luz: 

 

 

Sin embargo, el NPS no libera ON espontáneamente in vitro sino que 

requiere una reducción parcial. Por ejemplo, los tioles pueden funcionar como 

agentes reductores: 

 

El NPS es utilizado clínicamente como vasodilatador en el tratamiento de 

las crisis hipertensivas [93] aunque sólo puede administrarse a pacientes con 

función renal y hepática normales debido a su toxicidad [94]. 

Los otros dadores utilizados pertenecen al grupo de compuestos 

denominados NONOatos de aminas que presentan fórmula general R2N[N(O)NO]. 

Estos compuestos estabilizan el ON durante su almacenamiento como sólidos, 

son áltamente solubles en agua y pueden liberar ON con una cinética que puede 

ser ajustada dentro de amplios rangos dependiendo del nucleófilo transportador 

(R2NH) [95, 96]. Liberan ON espontáneamente de manera dependiente del pH, no 

requieren reacciones redox ni se descomponen por efecto de la luz: 
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En el presente trabajo de Tesis se utilizaron dos representantes de este 

grupo de compuestos: el 2,2′-(Hidroxinitrosohidracino)bis-etanamina (DETA/ON) 

que posee una vida media de 20 horas a pH 7,4 y el 1-propil-1'-(3-aminopropil)-2-

hidroxi-2-nitrosohidrazina (PAPA/ON) cuya vida media es de 15 minutos. 

 

 

1.4.5. El ON como mediador biológico 

1.4.5.1. Modulación del tono vascular 

Los primeros estudios acerca de los efectos del ON sobre el tono vascular 

fueron realizados hace más de dos décadas [97, 98]. La producción endotelial de 

ON en bajos niveles, asociados a la actividad de la eNOS, provoca la relajación 

de las VSMC (del inglés Vascular Smooth Muscle Cells) y la consecuente 

vasodilatación. Esta liberación constante de pequeñas cantidades de ON es 

crítica para el mantenimiento del tono vascular basal ya que su inhibición, tanto 

farmacológica como por disrupción génica dirigida, provoca un aumento en la 

presión arterial [99]. Además, los pacientes con hipertensión esencial presentan 

una menor producción de ON [100]. En cambio, niveles elevados de ON, como los 

que se encuentran en choque séptico, conducen hacia una respuesta 

vasodilatadora exacerbada e hipotensión [101]. 
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El ON producido en el citosol de células endoteliales difunde hacia las 

VSMC y se une al grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble (GCs). La activación 

de la GCs provoca un aumento en los niveles citosólicos de GMPc y una 

disminución del flujo de Ca++ intracelular [102]. Esto último causa una disminución 

en la formación del complejo Ca++/CaM quinasa de la cadena liviana de miosina 

en las VSMC promoviendo la vasorrelajación por la alteración en la fosforilación 

de las cadenas livianas de la miosina [103]. El GMPc disminuye el flujo de Ca++ 

intracelular porque inhibe directamente los canales de Ca++ dependientes del 

voltaje [104] y activa proteína-quinasas, primordialmente la PKG I (Figura 5) [105]. 

La PKG I fosforila proteínas en el retículo sarcoplásmico, incluyendo los canales 

de potasio dependientes de Ca++ [104], el sustrato de la quinasa dependiente de 

GMPc asociado a 1,4,5 inositol trifosfato (IRAG) [106] y la proteína 

phospholamban la cual activa la ATPasa del retículo sarcoplásmico (SERCA) 

[107]. La fosforilación de estas proteínas conduce al secuestro de Ca++ en el 

retículo sarcoplásmico resultando en un menor flujo del mismo. Es importante 

destacar que el ON puede también activar directamente los canales de potasio en 

VSMC. Este mecanismo independiente de GMPc también resulta en un menor 

flujo de Ca++ y promueve la vasodilatación a través de la alteración de la 

fosforilación de las cadenas livianas de miosina [104]. 
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Figura 5. Mecanismos de regulación del tono vascular y de inhibición de la función 

plaquetaria gatillados por ON. 

 

1.4.5.2. Inhibición de la adhesión, agregación y reclutamiento de plaquetas 

El ON producido a través de la eNOS por el endotelio o por las plaquetas 

inhibe la adhesión, agregación y reclutamiento de plaquetas hacia el trombo [108]. 

Mientras que la capacidad de las plaquetas de formar el tapón hemostático es 

crítica para la reparación de heridas, la hiperactividad plaquetaria se asocia con el 

desarrollo de trombosis arterial e infarto cerebral [109]. La inhibición de la 

generación enzimática de ON acorta el tiempo normal de sangría y produce 

acumulación de plaquetas en la vasculatura [110]. 

En cuanto a la iNOS, posee un rol protector clave en la reparación vascular 

luego de la injuria. En esta situación, la exposición de estructuras subendoteliales 
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permite el reclutamiento y activación de plaquetas circulantes. Este proceso debe 

ser controlado ya que el crecimiento desmedido del trombo puede generar una 

oclusión del vaso y esto es regulado por el ON generado por las células del 

músculo liso, las cuales presentan una expresión aumentada de iNOS [111]. 

Al igual que en la vasorrelajación, el ON ejerce sus efectos inhibitorios 

sobre plaquetas a través del GMPc. El ON derivado del endotelio difunde hasta el 

espacio intracelular de las plaquetas y se une a la GCs causando un aumento del 

GMPc y una disminución del flujo de Ca++ intracelular [112, 113]. Esta disminución 

puede inhibir el cambio hacia la conformación activa de la GP IIb-IIIa impidiendo 

la asociación entre las plaquetas y el fibrinógeno [114, 115]. La disminución del 

flujo de Ca++ intracelular dependiente de GMPc observada en plaquetas se asocia 

con la activación de SERCA pero de manera independiente de la fosforilación de 

thrombolamban (descrita como una proteína tipo phospholamban en plaquetas) 

[116, 117]. 

Además, el GMPc posee otros tres mecanismos que suprimen la función 

plaquetaria. Uno de ellos es la inhibición de la activación de la PI3K mediada por 

trombina [118]. Dado que la activación de esta quinasa promueve el cambio de 

conformación de la GP IIb-IIIa hacia su forma activa, su inhibición disminuye la 

asociación irreversible del fibrinógeno con dicha GP e impide la unión 

plaqueta/plaqueta. El segundo mecanismo ocurre a través de un aumento 

indirecto del AMPc intracelular que resulta de la inhibición de la degradación de 

este nucleótido cíclico por activación de la fosfodiesterasa III (PDE III) mediada 

por el ON [119]. El aumento de AMPc promueve la disminución del flujo de Ca++ 
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intracelular [120, 121]. El último mecanismo es la fosforilación de VASP (del inglés 

vasodilator-stimulated phosphoprotein) que es un componente regulatorio 

esencial para la inhibición de la activación de plaquetas ya que inhibe la unión de 

la GP IIb-IIIa al fibrinógeno y la expresión de P-selectina [122-124]. 

 

1.4.5.3. Regulación de la hematopoyesis por ON 

Varios estudios han demostrado la participación del ON en la regulación de 

la hematopoyesis. Sin embargo, su papel en el crecimiento celular aún no ha sido 

definido con precisión ya que los resultados obtenidos presentan controversias 

[125]. 

El ON afecta directa y negativamente la hematopoyesis [126, 127]. Los 

efectos son dependientes de la concentración y del tiempo de exposición y 

comprenden desde una inhibición parcial de la proliferación celular hasta la 

inducción de apoptosis. Tanto las células indiferenciadas como los progenitores 

eritroides y mieloides tempranos o tardíos son sensibles a los efectos 

antiproliferativos del ON aunque la sensibilidad difiere entre cada linaje [128]. 

Una vez generado, el ON puede actuar de manera parácrina o autócrina. 

Por ejemplo, en el ambiente medular el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), IL-1, 

lipopolisacáridos (LPS) e interferón-γ (IFN-γ) aumentan la expresión de la iNOS en 

fagocitos mononucleares y osteoclastos [129, 130] y se presume que otras células 

accesorias, como las endoteliales o los fibroblastos, pueden liberar ON [125]. Este 

aumento en los niveles de ON inducidos por citoquinas afecta de manera 
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parácrina el crecimiento y diferenciación de células de la médula ósea tanto 

humana como murina [126, 131] y causan la muerte de diversos tipos de células 

leucémicas in vitro [132]. 

Por otra parte, también ha sido descrita la expresión de iNOS a nivel del 

ARNm y de la proteína en precursores hematopoyéticos indiferenciados [126]. El 

ON producido por la estimulación de estas células con citoquinas podría funcionar 

de manera autócrina como otro mecanismo de regulación negativa de la 

hematopoyesis [127, 133]. 

En la hematopoyesis han sido demostrados efectos bifásicos del ON 

utilizando como modelo la inhibición de la hematopoyesis por el uso de 

anticuerpos anti-HLA-DR. La muerte celular programada gatillada por estos 

anticuerpos es mediada por ON. Mientras que altas concentraciones de dadores 

de ON reproducen el efecto proapoptótico de los anticuerpos anti-HLA-DR, el uso 

del mismo dador de ON en bajas concentraciones protege la formación de 

colonias. Esta respuesta dual de la hematopoyesis frente a dadores de ON 

sugiere una compleja red reguladora posiblemente relacionada con diferencias en 

la sensibilidad al ON de cada subpoblación celular [134]. 

Un aspecto novedoso de regulación de la hematopoyesis mediada por ON 

a ha sido descrito recientemente por Michurina y col. quienes demostraron que 

este compuesto puede formar parte del control homeostático del reservorio 

medular de precursores hematopoyéticos indiferenciados [135]. En su trabajo, los 

autores muestran que la inhibición farmacológica de las NOS in vivo da como 

resultado un aumento de precursores hematopoyéticos indiferenciados y de 
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progenitores tempranos residentes en la médula ósea sugiriendo que el ON 

permitiría mantener un tono antiproliferativo dominante en células indiferenciadas 

contribuyendo así a la quiescencia de las mismas. Hasta el inicio de este trabajo 

de Tesis no se conocían reportes sobre el papel del ON el la MCp. 

 

1.4.5.4. Regulación de otros sistemas 

El ON también juega un papel importante como mensajero inter e 

intracelular actuando en el sistema nervioso [136], orquestando la respiración 

celular a nivel mitocondrial [137] y siendo uno de los componentes de la respuesta 

inmune [138]. 

 

1.5. Muerte celular programada o apoptosis 

1.5.1. Consideraciones generales 

Si bien ya en 1842, en base a los trabajos realizados por Carl Vogt sobre la 

metamorfosis de anfibios, la muerte celular comenzó a considerarse como un 

fenómeno fisiológico importante, no fue hasta 1964 que el concepto de "muerte 

celular programada" fue utilizado por primera vez para describir la muerte de las 

células que ocurría en lugares y momentos determinados como eventos 

programados dentro del plan de desarrollo del organismo [139]. Años después, en 

1972, Kerr, Wyllie y Currie a partir de una recopilación de evidencias 

morfológicas, establecen las diferencias entre dos tipos de muerte celular, una 

patológica y otra fisiológica [140]. 

 36



La primera, denominada necrosis, resulta de la exposición celular a 

procesos de injuria severos tales como aquellos inducidos por isquemia, 

hipertemia sostenida o exposición a sustancias químicas. Es referida también 

como muerte accidental y se asocia generalmente a la existencia de extensos 

procesos de daño tisular. Si bien no resulta sencillo establecer un patrón común 

de cambios en la célula necrótica, la membrana plasmática constituye el sitio 

crítico donde se produce la injuria temprana, merced a la cual la célula pierde, en 

forma irreversible, la capacidad de regular su medio interno. El proceso necrótico 

involucra la lisis celular con la consiguiente liberación del contenido citoplasmático 

al medio extracelular, hecho que estimula una respuesta inflamatoria [141]. La 

muerte fisiológica ocurre durante el desarrollo o la homeostasis del organismo en 

la cual se mantiene la integridad de la célula y que, en referencia a la caída de las 

hojas de un árbol o de los pétalos de una flor, Kerr y col. denominaron apoptosis 

[140]. La muerte por apoptosis responde a un programa de muerte intracelular 

que puede ser activado o inhibido por una variedad de estímulos, tanto 

fisiológicos como patológicos. 

En 1986, Ellis y Horvitz publicaron los estudios realizados sobre el 

nematode Caenorhabditis elegans describiendo los genes encargados del control 

y la ejecución de la apoptosis [142]. Gracias a la homología existente entre estos 

genes de C. elegans y los de organismos superiores, estos estudios han permitido 

identificar una parte importante de la red de mecanismos que controlan la muerte 

en estos últimos. 
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La muerte celular programada es un mecanismo básico implicado en 

numerosos procesos: 

• Desarrollo embrionario. 

• Escultura de numerosas estructuras. 

• Eliminación de estructuras. 

• Control de la sobreproducción de células. 

• Control de células defectuosas. 

• Formación de células diferenciales especiales. 

• Mecanismos selectivos. 

• Homeostasis. 

 

1.5.2. Alteraciones morfológicas observadas en las células apoptóticas 

Durante el desarrollo del proceso apoptótico se ponen de manifiesto un 

conjunto de alteraciones morfológicas semejantes en diversos tipos celulares. 

Desde las etapas más tempranas se observa una disminución en el tamaño de la 

célula asociado a la pérdida de agua intracelular [143]. Si bien existen trabajos 

que reportan una disminución en el flujo acuoso, el/los mecanismo/s responsables 

de este proceso no han sido dilucidados, aunque se sabe que los mismos no 

conducen a alteraciones en la presión osmótica de los compartimentos 

intracelulares [144]. Este proceso de condensación celular determina que las 

diferentes organelas se encuentren agrupadas al estudiarlas por microscopía 
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electrónica pero manteniendo su morfología individual inalterada [140]. 

El colapso nuclear constituye un fenómeno crítico en el proceso apoptótico, 

observándose una marcada condensación de la cromatina, que comienza 

formando zonas en asociación con la membrana nuclear y termina dando lugar a 

una o varias esferas densas en las últimas etapas [145]. 

Respecto a la membrana citoplasmática, se observan profundos pliegues y 

arrugas, generadas a través de un proceso denominado zeiosis [145]. Es 

importante destacar, no obstante, que la membrana no muestra pérdida de 

integridad o alteraciones significativas en su permeabilidad, pero si pierde la 

asimetría de los fosfolípidos que la componen dejando expuesta la fosfatidilserina, 

lo que constituye uno de los eventos más precoces de la apoptosis. El 

reconocimiento de la célula apoptótica depende principalmente de la 

externalización de la fosfatidilserina [146, 147]. 

Por último, suele observarse en etapas tardías la fragmentación del ADN, 

que resulta del clivaje del ADN entre nucleosomas [148]. 

El destino final de la célula apoptótica es ser endocitada por fagocitos 

profesionales u otros tipos celulares, tales como fibroblastos y células epiteliales, 

a través de un proceso que no promueve la liberación de mediadores 

inflamatorios [149].  
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1.5.3. Caspasas 

La mayoría de las alteraciones morfológicas observadas en las células 

apoptóticas son causadas por una familia de proteasas denominadas “caspasas” 

por ser Cisteíno-proteASAS que hidrolizan a sustratos en sitios reconocidos por la 

presencia de un residuo ASPártico. Las caspasas son enzimas sumamente 

conservadas a lo largo de la evolución de las especies. En humanos han sido 

descritas 14 enzimas diferentes, 8 de las cuales han demostrado participar en el 

proceso de apoptosis. Las caspasas presentan 3 dominios y son capaces de 

clivar uniones de tipo Asp-Xxxx (uniones posteriores al aspártico). La 

especificidad de sustrato está determinada por los 4 aminoácidos en posición 

amino terminal, respecto del sitio de clivaje. Estas cisteíno-proteasas se 

subdividen en familias, dependiendo de patrones de especificidad, identidad en su 

secuencia aminoacídica y similitud estructural. Existe un amplio consenso en 

considerar a las caspasas como ejecutoras del proceso apoptótico [149, 150]. 

Las caspasas son sintetizadas como proenzimas no activas denominadas 

procaspasas. Su activación puede involucrar tres grandes mecanismos (Figura 6) 

[149, 151]: 

a) Clivaje proteolítico, el cual está mediado por otras caspasas. Este 

mecanismo de activación prevalece en las caspasas-3, 6 y 7, y también 

es utilizado por otras proteasas no caspasas como la granzima B. 

b) El reclutamiento o agregación de múltiples procaspasas dentro de un 

área muy estrecha, resultando en la activación cruzada de las mismas 

a través de un mecanismo autocatalítico (caspasa-8). 
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c) La asociación con un cofactor (formación de holoenzima), mecanismo 

que explicaría la activación de la caspasa-9 merced a su unión al 

cofactor Apaf-1. El complejo caspasa-9/Apaf-1 constituiría, en realidad, 

la forma activa de caspasa-9. 

 

 

Figura 6. Mecanismo de activación de caspasas. a) clivaje proteolítico, b) clivaje autocatalítico, 

c) formación de holoenzima. Adaptado de Nature (2000) 407:770. 

La activación de caspasas iniciadoras (procaspasas-8, 9 y 10) conduce a la 

proteólisis de caspasas efectoras (procaspasas-3, 6, 7), proceso que culmina en 

la degradación de un grupo específico de proteínas, integrado al menos por 100 

 41



moléculas diferentes. En la mayoría de los casos, la acción de las caspasas se 

traduce en la inactivación de la proteína blanco, como sucede en el clivaje de 

proteínas del citoesqueleto (citoqueratina, actina, gelsolina, entre otras). No 

obstante, para algunos sustratos de las caspasas, el ataque proteolítico resulta en 

la adquisición de una actividad enzimática [149]. Tal es el caso de la DNAsa 

responsable de clivar el ADN entre los nucleosomas, cuya evidencia (detección 

del ladder) denota la existencia de un proceso apoptótico [152]. La enzima 

responsable de este proceso, denominada CAD (DNAsa activada por caspasa), 

se presenta en forma de un complejo inactivo, asociado a una subunidad 

inhibitoria denominada ICAD (inhibidor de la DNAsa activada por caspasas). La 

activación de CAD ocurre a través de caspasa-3, la cual media el clivaje de la 

subunidad inhibitoria y la liberación y activación de la subunidad catalítica [153, 

154]. Además, las caspasas pueden clivar PAK2, un miembro de las familias de 

quinasas que activa p21, lo que promueve el fenómeno de blebbing (burbujeo), 

observado en las células apoptóticas [155]. 

Es importante destacar que no todas las caspasas funcionan 

exclusivamente como promotoras del proceso apoptótico. Algunas tienen función 

proinflamatoria, como es el caso de la caspasa 1 o ICE (enzima convertidora de 

IL-1β). La IL-1β es inicialmente sintetizada como un precursor inactivo (pro IL-1 β), 

que carece de péptido señal. La caspasa-1 cliva este precursor produciendo la 

forma madura (activa) de la IL-1β la cual es secretada al compartimiento 

extracelular [156]. 
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1.5.4. Vías de activación del proceso apoptótico 

Han sido caracterizadas dos vías principales que conducen al desarrollo 

del proceso apoptótico. La vía extrínseca es iniciada por receptores 

transmembrana que expresan un dominio de muerte celular (FAS, receptores de 

TNF-α y receptores TRAIL (del inglés, TNF-related apoptosis-inducing ligand) y 

conduce a la activación de las caspasas-8 y 10 a través de la interacción de 

proteínas adaptadoras tales como FADD o TRADD con los dominios de muerte de 

los receptores FAS o TNF-α, respectivamente dando como resultado el clivaje de 

las caspasas-3, 6 y 7. La vía intrínseca (también conocida como vía mitocondrial) 

involucra la inducción de alteraciones en la permeabilidad de la membrana 

externa mitocondrial y la liberación de proteínas mitocondriales como 

Smac/Diablo (por second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP-

binding protein with a low isoelectric point), HtrA2, citocromo c y AIF (por 

apoptosis inducing factor) [149]. El citocromo c, en forma conjunta con Apaf-1, y 

procaspasa-9 generan la forma activa de esta caspasa, que en presencia de ATP 

forma el apoptosoma, iniciando la cascada de activación de caspasas, mientras 

que Smac/Diablo y HtrA2 antagonizan a las moléculas antiapoptóticas IAPs 

(proteínas inhibidoras de la apoptosis) [157]. La vía intrínseca puede ser activada 

entre otros por oncoproteínas, daño directo al ADN, hipoxia y deprivación de 

factores de crecimiento [149] (Figura 7). 
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Figura 7. Descripción de la vía extrínseca e intrínseca de la apoptosis. Adaptado de Nature 

(2000) 407:770. 

 

1.5.5. Proteínas pro y antiapoptóticas de la familia Bcl-2 

La permeabilidad de la membrana mitocondrial es regulada por miembros 

de la familia Bcl-2. Esta familia ha sido dividida en tres grupos, considerando 

aspectos relativos a su similitud estructural y funcional. Los miembros del grupo I 

poseen actividad antiapoptótica (Bcl-2, Mcl-1, Bfl-1/A1, Bcl-xL), mientras que los 
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del grupo II y III promueven la muerte celular (Bax, Bak, Bok, Bcl-Xs, Bad, Bid, 

Bik/Nbk, Blk, Hrk, Bim/Bod, Nip3, Nix/Bnip3). Pueden formar homodímeros pero, 

notablemente, miembros de esta familia con actividad pro y antiapoptótica pueden 

formar heterodímeros. Dado que cada uno de ellos puede interactuar con muchos 

de los otros miembros de la familia, es usual que se establezca un gran número 

de heterodímeros diferentes. La dimerización de miembros con actividades pro y 

antiapoptótica conduce a la neutralización de ambas actividades. Por lo tanto, un 

aspecto crítico en cuanto al resultado final que impone la familia Bcl-2 sobre el 

proceso de apoptosis (prevención vs. promoción) está dado por el balance entre 

elementos pro y antiapoptóticos pertenecientes a esta familia [158]. 

Los miembros de la familia Bcl-2 participan en la liberación de los factores 

proapoptóticos del compartimiento intermembrana mitocondrial hacia el citosol, 

principalmente de citocromo c por un mecanismo aún controvertido. Se ha 

propuesto que los miembros de la familia Bcl-2 forman canales o poros 

transmembrana, o que los mismos puedan ocasionar la ruptura de la membrana 

externa de la mitocondria facilitando la liberación de proteínas mitocondriales. Se 

ha especulado también, que proteínas proapoptóticas de la familia Bcl-2 puedan 

interaccionar con la proteína de canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC), la 

cual forma canales transmembrana de pequeño calibre que serían amplificados 

por miembros de la familia Bcl-2 [158]. 

Finalmente es importante aclarar que han sido demostrados caminos 

interactivos que vinculan la vía extrínseca e intrínseca de activación de la 

apoptosis. Así, la caspasa-8 es capaz de inducir la activación de Bid, facilitando 
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de este modo la liberación de citocromo c y produciendo una amplificación de las 

señales apoptóticas [159]. 

 

 

Figura 8. Mecanismos de acción de los miembros de la familia Bcl-2. De izquierda a derecha: 

1) Formación de un poro que permite la liberación de citocromo c. 2) Heterodimerización. 3) 

Regulación directa de caspasas a través de moléculas adaptadoras. 4) Interacción con otras 

proteínas de la mitocondria modulando la homeostasis mitocondrial. 5) Oligomerización para 

formar canales iónicos débilmente selectivos. Adaptado de Nature (2000) 407:770. 
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1.5.6. Señales de sobrevida 

Existen diversas familias de factores de crecimiento que gatillan señales de 

supervivencia. La unión de estas moléculas con sus receptores se pueden 

transducir por dos vías principales:  

• Activación de la PI3K, con la consecuente fosforilación de la PKB ó Akt, 

quinasa responsable de la inhibición de la proapoptótica Bad [160]. 

• Activación de MAPK que, al igual que Akt, promueve la fosforilación de 

Bad pero a través de la fosforilación de Rsk (a través del mecanismo 

descrito anteriormente) [161]. 

 

Por otra parte, ambos mecanismos promueven la activación de CREB el 

cual regula positivamente la expresión de genes que permiten la sobrevida celular 

[162, 163]. 
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Estudios in vitro han demostrado que cada uno de los distintos pasos de la 

megacarocitopoyesis (MCp) se encuentra regulado por factores de crecimiento y 

por interacciones celulares mediadas por diversas moléculas de adhesión [164-

166]. Si bien la trombopoyetina (TPO) ha demostrado ser el factor de crecimiento 

esencial tanto para la proliferación de células progenitoras como para la 

maduración de los megacariocitos (MCs), otras citoquinas participan como 

reguladores positivos y negativos de la MCp [54, 167-169]. La participación de 

segundos mensajeros como el GMPc en la regulación de la MCp mediada por 

estos factores mitogénicos es muy poco conocida. 

El óxido nítrico (ON) es producido por diversos tipos celulares y los efectos 

biológicos del mismo están generalmente asociados al aumento del GMPc luego 

de la activación de la guanilato ciclasa [102]. Se ha demostrado que las células de 

médula ósea sintetizan ON. Sin embargo, hasta el momento, el rol de este radical 

libre en la MCp es desconocido. 

El objetivo de la presente Tesis fue evaluar el efecto del ON en la 

producción y sobrevida de MCs en cultivo así como también su participación en la 

producción de plaquetas y en la interacción de MCs con el endotelio vascular. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
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• Evaluar el efecto del ON exógeno o endógeno sobre el crecimiento de MCs 

derivados de células mononucleares y células CD34+.  

• Examinar el efecto del agregado de DETA/ON en diferentes tiempos luego 

de la estimulación con TPO. 

• Establecer si el DETA/ON induce la muerte celular programada de células 

CD34+ y/o MCs. 

• Analizar el mecanismo de apoptosis gatillado por ON estudiando el rol del 

GMPc, la activación de caspasa-3 y la expresión de Bcl-xL. 

• Evaluar si la TPO previene la apoptosis de MCs inducida por ON. 

• Estudiar los efectos del ON en otras etapas de la MCp como son la 

formación de proplaquetas y plaquetas en cultivo y la adhesión de MCs a 

células endoteliales. 
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3.1. MEDULA OSEA 

3.1.1. Aislamiento de células mononucleares (CMN) 

Las muestras de médula ósea provenientes de pacientes 

hematológicamente normales sometidos a cirugía de reemplazo de cadera, se 

recogieron en tubos conteniendo medio de cultivo Iscove’s Modified Dulbecco 

Medium (IMDM), penicilina-estreptomicina (PS, 100 U/ml y 100 µg/ml 

respectivamente, Invitrogen Life Technologies, Buenos Aires, Argentina), heparina 

(50 U/ml), EDTA (1 mM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y DNAsa (0,1 

mg/ml, Roche, Buenos Aires, Argentina). La extracción de CMN se efectuó 

siguiendo el protocolo de Schattner y col. [54] con algunas modificaciones. Para 

liberar las células de los fragmentos óseos, se incubaron las muestras con DNAsa 

fresca durante 15 minutos. Los agregados celulares se dispersaron por 

homogenización de la muestra a través de una jeringa y aguja y las CMN se 

aislaron utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma). Luego de dos lavados 

(10 minutos, 500 g, 4°C) los glóbulos rojos residuales se lisaron con NH4Cl y las 

células remanentes se recuperaron por centrifugación en tampón fosfato salino 

(PBS) conteniendo un colchón de 10 % albúmina sérica bovina (BSA, Sigma) para 

eliminar plaquetas y restos celulares. 

 

3.1.2. Purificación de células CD34+

La purificación de células CD34+ se realizó utilizando la técnica de 

inmunoselección magnética positiva empleando un kit comercial (Miltenyi Biotec, 
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Bergisch Gladbach, Alemania). Una vez obtenidas, las CMN se incubaron durante 

15 minutos con IgG humana y con un anticuerpo monoclonal (AcMo.) anti-CD34 

conjugado con un hapteno. Luego de un lavado en PBS suplementado con EDTA 

(2 mM) y BSA 0,1 % (PBS/EDTA/BSA), las células se incubaron con microesferas 

magnéticas conjugadas con un anticuerpo (Ac.) anti-hapteno y tras eliminar el 

exceso de Ac., las células se resuspendieron en PBS/EDTA/BSA degaseado. 

Luego de sembrar las muestras en una columna, las células CD34+ se obtuvieron 

por selección magnética positiva. Para aumentar el grado de pureza, el pasaje de 

las células a través de la columna se realizó dos veces. 

 

3.1.3. Expansión de megacariocitos (MCs) 

Los MCs fueron expandidos a partir de CMN o de células CD34+.  

Las CMN se resuspendieron en IMDM suplementado con trombopoyetina 

(TPO) humana recombinante (rh) (10-25 ng/ml) (R&D systems, MN, USA y 

Peprotech, DF, Mexico), suero humano normal (5 %) (preparado a partir de 

plasma pobre en plaquetas recalcificado), aminoácidos (AA) no esenciales (0,1 

mM), y PS (100 U/ml y 100 µg/ml, respectivamente) (medio completo) en una 

concentración de 7,5 x 105 células/ml. En algunos experimentos se utilizó 

interleuquina-3 (IL-3, Sigma) (10 ng/ml) en lugar de TPO. 

Las células CD34+ obtenidas luego de la purificación se resuspendieron en 

medio completo en una concentración de 1 x 105 células/ml. A los 11-13 días de 

iniciados los cultivos se determinó el número absoluto de MCs en cada muestra 
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estableciendo: 

• Número de células totales por conteo en cámara de Neubauer. 

• Porcentaje de MCs determinando a través de citometría de flujo la 

frecuencia relativa de células CD41+ (ver página 64). 

• Viabilidad celular por exclusión de azul de trypán. 

 

3.2.  CORDON UMBILICAL HUMANO 

3.2.1.  Aislamiento de CMN 

Las muestras de sangre fueron recolectadas inmediatamente luego de 

partos normales o cesareas en frascos estériles conteniendo EDTA (5 mM). Cada 

muestra se diluyó con PBS (1:2 v/v) y se centrifugó 15 minutos a 180 g. Luego de 

descartar el plasma rico en plaquetas, se recompuso el volumen inicial con PBS y 

se aislaron las CMN utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque. El resto del 

procedimiento fue similar al descrito para médula ósea. 

 

3.2.2.  Purificación de células CD34+

La purificación de células CD34+ se realizó de la misma manera a la 

descrita en células de médula ósea. 
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3.2.3.  Expansión de MCs 

Las células CD34+ se resuspendieron en medio completo en una 

concentración de 1 x 105 células/ml. El día 6 se agregó TPO fresca y en aquellos 

casos que el recuento fue mayor de 1 x 106 células/ml los cultivos se desdoblaron 

en partes iguales. Cuatro-seis días después, los cultivos mostraron: 

• Disminución en la expresión de CD34 (Figura 9). 

• Aumento en la expresión de CD41 por célula (Figuras 9 y 10). 

• Aumento en la media del tamaño celular (Figura 10). 

• Al menos un 75 % de células CD41+ (Figura 10). 

• Expresión de CD42b (72±5 % de la población megacariocítica, 

determinada por citometría de flujo de 2 colores, n=5). 

• Expresión de P-selectina y liberación estimulada por α-trombina de 

Factor von Willebrand (datos no mostrados). 

• Presencia de MCs formadores de proplaquetas (figura 11). 

 

Los MCs derivados de médula ósea presentaron características similares a 

aquellos derivados de cordón umbilical excepto en la ploidía ya que acorde a lo 

descrito en la literatura, los MCs de médula ósea alcanzaron un mayor nivel de 

poliploidización (datos no mostrados). 
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Figura 9. Expresión de CD34 y 41 al inicio y final del cultivo por citometría de flujo. Los 

histogramas muestran la expresión de estas glicoproteínas (GPs) de membrana en la población 

total en los días indicados. Los porcentajes de células positivas están indicados en cada 

hisotgrama. 

 

 

Figura 10. Análisis de la población celular total a lo largo del cultivo. La línea roja (A) muestra 

la evolución del tamaño de la población celular total expresada en unidades arbitrarias. La línea 

verde (B) expresa el porcentaje de células CD41+ dentro de la población total. La línea azul (C) 

muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF, expresada en unidades arbitrarias), que refleja 

la expresión de GPIIb por cada MC. 
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Figura 11. Cinética de la morfología del cultivo por microscopía de contraste de fase. Se 

muestra un cultivo representativo fotografiado en los días indicados (aumento 450X). El día 12 se 

pueden observar algunos MCs produciendo proplaquetas (indicado por el recuadro y amplificado 

1200X). 

 

3.2.4. Purificación de MCs 

Algunos experimentos se realizaron utilizando una suspensión de celulas 

áltamente enriquecida en MCs los cuales fueron purificados a partir de los cultivos 

de día 10-12 por inmunoselección magnética positiva utilizando un AcMo. anti-

CD61 (clon Y2/51, DakoCytomation California Inc., Carpinteria, USA, 10 minutos a 

4°C) siguiendo la metodología descrita previamente [170]. La pureza de la 

suspensión celular final fue entre 90 y 95 % (determinada por citometría de flujo, 

según se describe a continuación). 
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3.3.  Inmunomarcación celular para análisis por citometría de flujo 

3.3.1.  CD34 

Para establecer el porcentaje de células CD34+, 1 x 104 células se 

incubaron con una concentración saturante de AcMo. anti-CD34 conjugado con 

FITC (que reconoce un epitope diferente al AcMo. utilizado para la purificación) en 

PBS/SFB 1 % o con una concentración equivalente de isotipo (Immunotech, 

Marseille, Francia) durante 15 minutos a 4°C. Luego de la fijación con 

paraformaldehido (PFA, 1 %) las muestras se analizaron por citometría de flujo. 

La Figura 12 muestra como ejemplo que, previo a la inmumoselección 

magnética de CMN de sangre de cordón umbilical (1,09 x 108 células totales), la 

cantidad de células CD34+ en la población total era 1,12 x106 (1,15-0,12=1,03 %). 

Luego del procedimiento de separación, se obtuvieron 1,04 x106 células totales de 

las cuales el 95,2 % eran CD34+ (Figura 13), lo que significa un rendimiento de 

88,4 %. Los valores de rendimiento obtenidos en todas las muestras utilizando 

CMN de médula ósea o sangre de cordón fueron entre 80 y 95 %. 
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Figura 12. Análisis por citometría de flujo de la población celular total previo a la 

inmunoselección magnética. Exclusión de detritus celular (A) (los eventos considerados células 

se indican en colo rojo) y posterior detección de células positivas (indicadas con color violeta) 

dentro de la región establecida luego de la marcación con un Ac. control de isotipo (B) o con un 

Ac. anti-CD34 (C), ambos conjugados con FITC. 
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Figura 13. Análisis de la población celular total luego de la inmunoselección magnética por 

citometría de flujo. El análisis es similar al realizado en la Figura 12. 

 

3.3.2. CD41 y 42b 

La frecuencia relativa y madurez de los MCs se determinó incubando 5 x 

104 células con un AcMo. anti-CD41 (GP IIb, específica de MCs) conjugado con 

FITC o un AcMo. anti-CD42b (GP Ib, presente en MCs maduros) conjugado con 
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PE (Immunotech) durante 15 minutos a 4°C. Luego del agregado de PFA (1 %), 

las células se analizaron por citometría de flujo. 

En todos los casos, el control negativo se realizó incubando las células con 

un AcMo. IgG1-FITC o IgG1-PE irrelevante (Isotipo, Immunotech), en la misma 

concentración proteica que su correspondiente IgG1 específica. 

 

3.3.3. Análisis por citometría de flujo 

La fluorescencia se midió utilizando un citómetro de flujo FACScan (Becton 

Dickinson, Mountain View, CA, USA). La emisión del isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) o la ficoeritrina (PE) (utilizando un láser de argón a 488 nm) se midió con 

filtros de banda de aproximadamente 525 y 575 nm respectivamente. 

Una vez observado el patrón de tamaño (forward-side scatter, FSC) en 

función de la complejidad intracelular (side-side scatter, SSC) en un diagrama de 

puntos, se estableció una región que incluía la población celular excluyendo los 

restos celulares. A partir de esta población se construyó un gráfico del FSC en 

función de la fluorescencia correspondiente a la emisión del FITC (FL-1). Se 

consideraron células positivas aquellas células que mostraron una fluorescencia 

superior a la del control de isotipo. 

 

3.4. Apoptosis 

Los cultivos fueron tratados con los dadores de ON en su mismo medio de 

cultivo a 37°C en una atmósfera humidificada con 5 % de CO2. Los dadores de 
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ON 2,2′-(Hidroxinitrosohidracino)bis-etanamina (DETA/ON) y 1-propil-1'-(3-

aminopropil)-2-hidroxi-2-nitrosohidrazina (PAPA/ON) (Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI, USA) fueron disueltos en una solución de NaOH 0,01 M y conservados 

a -70°C. El NPS se disolvió en PBS y se prepararon soluciones frescas para cada 

experimento.  

Las soluciones concentradas de BAY 41-2272 (cedido por Bayer 

HealthCare, Leverkusen, Alemania), zaprinast y 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-

a]quinoxalin-1-ona (ODQ, Calbiochem, San Diego, CA, USA) fueron preparadas 

en DMSO. Una vez preparada, la solución concentrada de ODQ fue conservada a 

-70°C mientras que el BAY y el zaprinast fueron preparados en el momento. En 

cada experimento se realizaron las diluciones correspondientes en IMDM. La 

proporción final de DMSO nunca excedió el 0,04 % del volumen total y la misma 

no indujo apoptosis. 

La muerte celular programada se evaluó por la aparición de diferentes 

indicadores luego de los tratamientos indicados en cada experimento. 

 

3.4.1. Cambios morfológicos y viabilidad celular 

Para detectar cambios morfológicos se utilizó una mezcla de colorantes 

fluorescentes que se unen al ADN como naranja de acridina (100 µg/ml, Sigma) 

que difunde libremente y permite diferenciar morfológicamente los núcleos 

normales de los apoptóticos y bromuro de etidio (100 µg/ml, Sigma) que no 

penetra en células cuya membrana plasmática esté íntegra y permite diferenciar 
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entre células viables e inviables. Se evaluaron al menos 200 células en cada 

experimento utilizando un microscopio de fluorescencia. 

 

3.4.2. Hipodiploidía 

La identificación de células apoptóticas fue realizada de acuerdo al 

protocolo de Tomer y col. [171], con ligeras modificaciones. Las células fueron 

centrifugadas y luego de descartar el sobrenadante, resuspendidas en PBS 

conteniendo una concentración saturante de AcMo. anti-CD41 o su 

correspondiente isotipo, ambos conjugados con FITC. Luego de una incubación 

de 15 minutos a 4°C, las muestras fueron centrifugadas, resuspendidas en una 

solución hipotónica conteniendo Tritón X-100 (0,5 %), citrato de sodio (0,1 %), 

ioduro de propidio (4 µg/ml) y RNAsa A (0,1 mg/ml, Roche) e incubadas durante 

15 minutos a 4°C. Los MCs (células CD41+) con núcleo hipodiploide (menor de 

2N) fueron determinados por análisis citofluorométrico de dos colores (FL-1 vs FL-

3). 

 

3.4.3. Expresión de caspasa-3 activada 

Las células fueron fijadas y permeabilizadas con un kit comercial (Fix & 

Perm, Beckman Coulter, Franklin Lakes, NJ, USA) según las instrucciones del 

fabricante. A continuación fueron marcadas durante 2 horas con un Ac. policlonal 

generado en conejo y dirigido contra la forma activada de la caspasa-3 humana 

(Cell Signalling Technology, Inc., Beverly, MA, USA). Finalmente, las células 
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fueron lavardas e incubadas con un anticuerpo secundario anti-inmunoglobulinas 

de conejo conjugado con FITC (DakoCytomation). El control de unión inespecífica 

se realizó utilizando inmunoglobulinas de conejo en la misma concentración del 

Ac. específico. El porcentaje de células que expresaron caspasa-3 activada fue 

analizado por citometría de flujo excluyendo el detritus celular y las plaquetas por 

sus características de tamaño y complejidad intracelular. 

 

3.4.4. Determinación de la actividad de caspasa-3 

La actividad enzimática fue evaluada por el clivaje del sustrato específico 

Ac-DEVD-pNA (Calbiochem). Los MCs fueron lavados con PBS/EDTA/BSA, 

lisados con una solución tampón compuesta por Tris-HCl (50 mM) (pH 7,4), EDTA 

(1 mM), EGTA (10 mM), digitonina (10 µM), fenilmetilsulfonil fluoruro (0,5 µM), 

aprotinina (1,5 µM), pepstatina (14,6 µM) y benzamidina (63,9 µM). Los lisados 

fueron clarificados por centrifugación y la actividad caspasa-3-like fue 

determinada en los sobrenadantes por espectrofotometría 2 horas después de 

agregado el sustrato. El sustrato sólo fue utilizado como blanco y su absorbancia 

fue descontada de cada muestra. La liberación de pNA fue registrada a 405 nm 

utilizando un lector de microplacas y la actividad enzimática fue expresada como 

unidades de absorbancia de pNA (A405) por 106 células. 
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3.4.5. Determinación de Bcl-xL 

Las células fueron fijadas, permeabilizadas y marcadas durante 30 minutos 

con un AcMo. anti-Bcl-xL conjugado con FITC (Southern Biotechnology 

Associates, Inc., Birmingham, AL, USA). El control de unión inespecífica se realizó 

utilizando un AcMo. del mismo isotipo conjugado con FITC (Immunotech). La 

mediana de intensidad de fluorescencia fue analizada por citometría de flujo 

excluyendo el detritus celular y las plaquetas. 

 

3.5. Determinación de nucleótidos cíclicos 

MCs purificados (5 x 105/ml) fueron tratados con ODQ y/o PAPA/ON 

durante 15 minutos a 37°C. Luego las muestras fueron lisadas con una solución 

de Tritón X-100 (1 %) en HCl (0,1 N). El contenido de GMPc fue cuantificado 

utilizando un kit comercial de ELISA (ensayo inmunoabsorbido unido a una 

enzima) de acuerdo con las indicaciones del fabricante acetilando las muestras 

previamente (Assay Dessign, Inc., Ann Arbor, MI, USA). 

 

3.6. Detección de productos generados por el metabolismo del óxido nítrico 

El ON producido por las células difunde libremente y una parte se 

transforma en nitratos o nitritos (NOx) en los sobrenadantes de cultivo. Para su 

detección, los nitratos fueron reducidos a nitritos por el agregado de la enzima 

nitrato reductasa y NADPH (Sigma). Luego, se mezclaron 100 µl de muestra, 50 

µl de sulfanilamida (1 %) en HCl (1M) y 50 µl de N-(1-naftil)-etlilendiamina (0,1 %) 
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por 10 minutos a TA (Sigma, reacción de Griess). La densidad óptica fue 

determinada a 550 nm y la concentración de nitritos fue establecida a partir de 

una curva de nitrito de sodio (Sigma) realizada en cada experimento sustrayendo 

la absorbancia debida al medio de cultivo. 

 

3.7. Formación de plaquetas en cultivo 

La generación de plaquetas en cultivos de MCs derivados de sangre de 

cordón umbilical se estudió por citometría de flujo según el protocolo descrito por 

Norol y col. [172]. 

Brevemente, luego del tratamiento o no con ON, la suspensión celular fue 

centrifugada 10 minutos a 1500 RPM en presencia de EDTA (2 mM). Los pellets 

fueron resuspendidos en un mismo volumen de PBS conteniendo AcMo. anti-

CD41-FITC y luego de una incubación durante 15 minutos a 4°C, cada muestra 

fue resuspendida en Isoton II (Coulter Electrónica S.A, Buenos Aires, Argentina) 

hasta completar un volumen final de 400 µl. Cada muestra fue adquirida con una 

tasa de flujo de 1 µl/segundo durante 100 segundos. La región de análisis fue 

determinada utilizando las propiedades scatter de plaquetas de sangre periférica 

humana tratadas de manera similar. Esta región excluye las células grandes 

(MCs) y el detritus celular o micropartículas. De tal manera que el número de 

plaquetas fue inferido de los eventos CD41+ dentro de la región de análisis. 
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3.8. Determinación de MCs formadores de proplaquetas 

Se transfirieron 10.000 MCs derivados de sangre de cordón umbilical de 

día 11 de cultivo a microplacas conteniendo medio IMDM suplementado con 5 % 

de plasma humano libre de plaquetas y luego fueron tratados o no con PAPA/ON. 

Luego de 24 horas las proplaquetas se cuantificaron utilizando un microscopio 

invertido con contraste de fase (Figura 11, página 62). El número total de MCs 

formadores de proplaquetas (considerado como un MC que presente una o más 

elongaciones citoplasmáticas de un largo mayor al diámetro del MC) fue 

determinado y normalizado al número total de MCs en el pocillo [173]. 

 

3.9. Adhesión de MCs a células endoteliales (CE) 

3.9.1. Cultivo de CE 

Las CE fueron obtenidas a partir de cordones umbilicales de partos 

normales o cesáreas según la técnica descrita por Jaffe y col. [174]. Brevemente, 

se ligaron los extremos libres de la vena umbilical, colocando una llave de tres 

vías en uno de ellos para permitir la introducción de los diferentes reactivos. 

Luego se realizó un lavado exhaustivo con PBS y las CE fueron removidas del 

subendotelio por tratamiento enzimático con colagenasa tipo IV (0,3 mg/ml) 

durante 15 minutos. La suspención celular fue recolectada en un tubo 

conteniendo una solución de suero fetal bovino (SFB) 10 % en PBS (PBS/SFB) y 

luego de su centrifugación, el pellet fue resuspendido en medio de crecimiento: 

RPMI 1640 (Invitrogen Life Technologies) conteniendo SFB (10 %), PS (100 U/ml 
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y 100 µg/ml, respectivamente), suplemento comercial de cerebro bovino para el 

crecimiento de CE (150 µg/ml), heparina (45 µg/ml), glutamina (2 mM), piruvato 

de sodio (1 mM) y 2-mercaptoetanol (50 µM) (Sigma). Las células fueron 

incubadas en frascos de cultivo previamente gelatinizados dentro de una estufa 

gaseada a 37°C con 5 % de CO2. 

Luego de 24 horas, las células no adherentes fueron eliminadas y se 

agregó medio fresco continuando el cultivo hasta su confluencia. Las monocapas 

fueron despegadas con una solución de tripsina/EDTA (0,5 % y 0,2 g/L 

respectivamente) y sembradas en nuevos frascos o placas de 24 pocillos. Se 

utilizaron monocapas confluentes y para los ensayos de adhesión el medio de 

crecimiento fue reemplazado por IMDM suplementado con SFB 1 % y MgCl2 

1mM. Se utilizaron CE del primer al tercer pasaje. Para descartar la interferencia 

por lipopolisacáridos algunos experimentos fueron realizados en presencia de 

Polimixina B (0,7 µg/ml, Sigma). 

 

3.9.2. Identificación de CE 

Las células fueron despegadas con una solución de tripsina/EDTA, 

lavadas, fijadas y permeabilizadas (Fix & Perm). Luego, fueron incubadas con un 

AcMo. anti-factor von Willebrand (fVW, DakoCytomation) durante 30 minuntos a 

temperatura ambiente (TA). A continuación, las células fueron lavadas e 

incubadas durante 30 minutos con fragmentos Fab2´ de un Ac. anti-

inmunoglobulinas de conejo conjugados con FITC. Luego de un lavado, las 
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muestras fueron analizadas por citometría de flujo (Figura 14). El control de 

isotipo fue realizado reemplazando el AcMo. anti-fvW por otro irrelevante del 

mismo isotipo. 

 

 
Figura 14. Expresión de fvW intracelular en CE. Los histogramas muestran la población celular 

que expresa fvW (línea azul) o su correspondiente control de isotipo (área roja). En este ejemplo el 

porcentaje de células positivas (comprendidas dentro de cursor “M1”) es de 97 % y provienen de 

un segundo repique. 

 

3.9.3. Marcación de MCs con 51Cr 

La marcación radiactiva de MCs se realizó de acuerdo al método de Yu y 

col. con algunas modificaciones [175]. Los MCs (500.000 totales) fueron lavados 

con PBS/EDTA (2 mM) y resuspendidos en 20 µl de SFB a los cuales se 

agregaron 100 µl de Na2
51CrO4 (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, 

USA). Esta suspención fue incubada durante 90 minutos a 37°C con agitación. 

Luego de la marcación, el 51Cr y las células muertas fueron eliminados por 

centrifugación (4 veces sobre un colchón de BSA 5 %) y las células fueron 

resuspendidas en IMDM conteniendo SFB (1 %) y MgCl2 (1 mM). La viabilidad 

celular fue mayor del 95 % por exclusión de azul de trypán. 
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3.9.4. Ensayos de adhesión de MCs a CE 

Los MCs marcados (contenidos en un volumen de 100 µl) fueron 

depositados sobre monocapas confluentes de CE. Todos los ensayos y controles 

fueron realizados por duplicado. La adhesión se desarrolló en estufa gaseada 

durante 60 minutos. Los MCs no adheridos fueron eliminados mediante 3 lavados 

con IMDM, SFB 1 % y MgCl2 1 mM mantenido a 37°C. Los complejos MC-CE 

fueron lisados con 200 µl de una solución de Tritón X-100 (0,1 %) en PBS a TA 

durante 30 minutos. La emisión γ fue cuantificada en un contador de centelleo y el 

porcentaje de adhesión fue calculado por la fórmula: 

%adhesión =             cpm de 100 µl de lisado               x 100 
    cpm de 100 µl de 30.000 MCs lisados 

 

Para estudiar el rol de ON en la adhesión de MCs a CE se establecieron 

las condiciones experimentales de mayor sensibilidad colocando diferentes 

concentraciones de MCs sobre monocapas 100 % confluentes de CE. La 

adhesión fue dependiente del número de MCs de manera lineal hasta 30.000 

MCs/pocillo (n=4). 

En algunos experimentos, los MCs marcados primero fueron tratados con 

NPS durante 15 minutos a 37°C y luego fueron colocados sobre las monocapas 

de CE. En otros, las CE fueron estimuladas con factor de necrosis tumoral-α 

(TNF-α, 10 ng/ml) durante 4 horas y luego de 2 lavados fueron utilizadas para los 

ensayos de adhesión. 
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3.10. Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados utilizando la prueba estadística t de Student o 

el análisis de varianza (ANOVA) seguido de la modificación de Newman-Keuls 

según corresponda. Valores de P < 0,05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
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RESULTADOS 
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4.1.  Inhibición del crecimiento de megacariocitos (MCs) por 

Dietilentetraamina NONOato (DETA/ON) 

Para estudiar el papel del ON sobre el crecimiento de MCs, cultivos de 

células mononucleares (CMN) de médula ósea fueron tratados con el dador 

DETA/ON y estimulados con trombopoyetina (TPO). Luego de 11-13 días de 

cultivo, se observó una disminución en el número de MCs que resultó ser 

dependiente de la concentración del dador de ON (EC50 de 112 µM, Figuras 15 y 

16). El efecto inhibitorio del DETA/ON se correlacionó con una disminución tanto 

del número de células totales como del porcentaje de células CD41+ (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Efecto del DETA/ON sobre el número de células totales y el 

porcentaje de células CD41+ en cultivos de CMN estimulados con TPO. 

DETA/ON (µM) Células totales (x 103) Células CD41+ (%) 

0 1031 ± 51 25 ± 5 

10 1048 ± 65 25 ± 4 

20 955 ±145 25 ± 5 

60 893 ± 140 23 ± 4 

125 660 ± 116* 17 ± 3* 

250 487 ± 165* 13 ± 3* 

500 302 ± 130* 7 ± 5* 

Los valores representan la media ± EE de 6 experimentos independientes. * indica diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos y control. 

 74



 

Figura 15. Inhibición del crecimiento de MCs por DETA/ON. 7,5 x 105 CMN fueron estimuladas 

con TPO en ausencia (B), o presencia de DETA/ON 250 µM (C) o 500 µM (D). Luego de 11-13 

días de cultivo, las células fueron marcadas con un AcMo. anti-CD41 (B-D) o una concentración 

equivalente de un AcMo. isotípico irrelevante (A), ambos conjugados con FITC. Los recuadros de 

línea punteada roja contienen las células CD41+. La figura muestra un experimento representativo 

de 6 similares. 

 

Con el fin de establecer si el efecto citotóxico era debido específicamente al 

ON y no a la molécula transportadora o a los nitritos resultantes del metabolismo 

del ON, se evaluó si algunos de ellos mostraban efectos similares al DETA/ON. 

Los cultivos de CMN incubados con DETA o nitrito de sodio no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas respecto de los cultivos control (Figura 

16). 
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Figura 16. Inhibición del crecimiento de MCs por DETA/ON. 7,5 x 105 CMN fueron tratadas con 

diferentes concentraciones de DETA/ON, DETA o nitrito de sodio, previo a la estimulación con 

TPO. El número de MCs totales fue determinado entre los días 11 y 13 de cultivo. Los valores 

representan la media ± error estándar (EE) de 6 experimentos independientes para DETA/ON o de 

4 experimentos independientes para DETA o nitrito de sodio. 

 

4.2.  Inhibición del crecimiento de MCs por nitroprusiato de sodio (NPS) 

El DETA/ON es un dador de ON con una cinética de liberación lenta; en 

condiciones normales de cultivo (pH 7,4 y 37ºC) su vida media es de 20 horas. En 

los experimentos detallados a continuación analizamos el efecto de otro dador 

químicamente no relacionado, como el NPS, que se caracteriza por liberar ON 

espontáneamente en las mismas condiciones de pH y temperatura. La Figura 17 

muestra que el NPS agregado el primer día de cultivo, de manera similar al 

DETA/ON, inhibió la formación de MCs en forma dependiente de la concentración. 

El efecto inhibitorio no fue causado por la generación de cianuro proveniente del 

metabolismo del NPS ya que como se observa en la misma Figura, el número de 
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MCs producidos en los cultivos tratados con ferricianuro de potasio en el mismo 

rango de concentraciones no mostró diferencias estadísticamente significativas 

respecto de los valores control. 
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Figura 17. Inhibición del crecimiento de MCs por NPS. 7,5 x 105 CMN fueron tratadas con 

diferentes concentraciones de NPS o ferricianuro de potasio, previo a la estimulación con TPO. El 

número de MCs totales fue determinado entre los días 11 y 13 de cultivo. Los valores representan 

la media ± EE de 4 experimentos independientes. 

 

4.3.  Efecto del NPS sobre el crecimiento de MCs inducido por 

interleuquina-3 (IL-3) 

Con el fin de investigar si la inhibición mediada por ON estaba relacionada 

con un mecanismo específico involucrado en el crecimiento de MCs mediado por 

TPO, las CMN se estimularon con un factor de crecimiento de menor 

especificidad para el linaje megacariocítico, como es la (IL-3) [176] en presencia 

de NPS. Luego de 12 días de cultivo en presencia de esta citoquina se obtuvo un 
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desarrollo de MCs menor que cuando se utilizó TPO como factor de crecimiento. 

De todas maneras, en estas condiciones de cultivo, el NPS también fue capaz de 

inhibir significativamente el crecimiento de MCs (Figura 18). 
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Figura 18. Inhibición del crecimiento de MCs por NPS en cultivos de CMN estimulados con 
diferentes factores de crecimiento. 7,5 x 105 CMN fueron estimuladas con TPO o IL-3 (10 ng/ml) 

luego del agregado de NPS. El número de MCs totales fue determinado el día 12 de cultivo. Los 

valores representan la media ± EE de 4 experimentos independientes. 

 

4.4.  Rol del ON endógeno en la proliferación de MCs 

Considerando que el ON inhibió la proliferación de células de la médula 

ósea y que la iNOS puede ser inducida en diferentes tipos celulares, en los 

siguientes experimentos evaluamos si el ON generado de manera endógena 

podía ser capaz de inhibir el crecimiento de MCs. Con este fin, los cultivos de 

CMN fueron tratados con drogas que estimulan la expresión de iNOS en CMN 
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como el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α, 10 ng/ml) y el interferón-γ (IFN-γ, 

100 U/ml) [126] previo al agregado de TPO y luego se evaluó el número de MCs. 

La Figura 19 muestra que el tratamiento de los cultivos con las mencionadas 

citoquinas resultó en una significativa inhibición de la proliferación de MCs. El 

pretratamiento de las CMN con dos inhibidores de la síntesis de ON, NG-Nitro-L-

Arginina-Metil Ester (L-NAME) o NG-Monometil-L-arginina (L-NMMA) revirtió 

parcialmente el efecto supresor mediado por las citoquinas. 

La estimulación de la síntesis enzimática de ON promueve la acumulación 

de sus metabolitos estables (nitratos y nitritos), por lo cual se evaluó la 

concentración de estos productos (NOx) en sobrenadantes de cultivo. Luego de 

72 horas de estimulación con TNF-α e IFN-γ se observó un aumento significativo 

en los niveles de estos compuestos respecto de los cultivos sin estimular. Este 

aumento de ON fue suprimido por la preincubación de los cultivos con los 

inhibidores de su síntesis (Figura 19). 
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Figura 19. Efecto de citoquinas proinflamatorias sobre la proliferación de MCs y la 
producción de ON en CMN. CMN fueron tratadas en presencia o no los de inhibidores de NOS, 

L-NAME o L-NMMA (500 µM). El número de MCs (barras) y la producción de nitratos + nitritos en 

sobrenadantes (expresadas como NOx, rombos) fueron determinados entre los días 11 y 13 de 

cultivo o 72 horas luego de la estimulación con TPO, respectivamente. Los valores representan la 

media ± EE de 4 experimentos independientes. 

 

4.5.  Efecto del DETA/ON sobre el crecimiento de MCs derivados de células 

CD34+

La influencia de las células accesorias de la médula ósea, favoreciendo el 

crecimiento y diferenciación de MCs por la secreción de factores solubles, ha sido 

documentada previamente [54, 166, 177]. Considerando que las CMN incluyen no 

sólo progenitores sino también dichas células accesorias, el efecto del ON podria 

ser ejercido a través de estas últimas o directamente sobre los progenitores 

hematopoyéticos. Con el fin de establecer el tipo celular sobre el cual el ON ejerce 

sus efectos citotóxicos, evaluamos la acción del ON en cultivos enriquecidos en 
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células CD34+. En estas condiciones, el ON bloqueó la formación de MCs con 

mayor eficacia que en aquellos cultivos desarrollados a partir de CMN, como se 

observa en la Figura 20, siendo su EC50 de 33 µM, un valor cuatro veces menor 

que el hallado en cultivos mixtos. 
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Figura 20. Efecto del DETA/ON sobre MCs derivados de células CD34+. 5 x 104 células CD34+ 

fueron tratadas con diferentes concentraciones de DETA/ON, previo a la estimulación con TPO. El 

número de MCs totales fue determinado entre los días 11 y 13 de cultivo. Los valores representan 

la media ± EE de 5 experimentos independientes. 

 

4.6.  Rol del ON endógeno en la proliferación de MCs derivados de células 

CD34+

El hecho de que el DETA/ON fuera capaz de suprimir el crecimiento de las 

células CD34+ directamente planteó la posibilidad de que existiera en estas 

células, al igual que en CMN, un mecanismo supresor mediado por ON generado 
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de manera endógena. Para comprobar esta hipótesis, células CD34+ fueron 

estimuladas con TNF-α e IFN-γ. Como se puede observar en la Figura 21, la 

presencia de estas citoquinas disminuyo significativamente la generación de MCs. 

Uno de los mediadores involucrados sería el ON ya que el efecto inhibitorio fue 

menor por la preincubación de los cultivos con los inhibidores de la síntesis de ON 

(Figura 21). Más aún, el suplemento del cultivo con L-arginina, sustrato de la 

síntesis enzimática de ON, dio como resultado una inhibición de la proliferación de 

MCs. Por otra parte, el pretratamiento del cultivo con L-NAME no sólo revirtió este 

efecto sino que además promovió un aumento en la generación de MCs (Figura 

21). 
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Figura 21. Efecto del ON sobre MCs derivados de células CD34+. 5 x 104 células fueron 

tratadas con L-arginina (L-arg, 1 mM) o con TNF-α (10 ng/ml)+ IFN-γ (100 U/ml) en presencia o 

ausencia de L-NMMA o L-NAME (ambos 500 µM). El número de MCs fue determinado entre los 

días 11 y 13 de cultivo. Los valores representan la media ± EE de 4 experimentos independientes. 

*p<0,05 vs. citoquinas solas vs. L-arg. **p<0,05. 
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4.7. Efecto del agregado de DETA/ON en diferentes tiempos luego de la 

estimulación de células CD34+ con TPO 

Los cultivos líquidos, a diferencia de aquellos desarrollados en medios 

semisólidos, permiten trabajar con células en distintos estadíos de diferenciación 

mediante la recolección de células en diferentes días de cultivo. 

En nuestras condiciones experimentales, las células mostraron una fase 

inicial proliferativa seguida de un proceso de diferenciación y maduración, de 

modo tal que el día 9 de cultivo el número de células inicial se multiplicó 4 ± 1 

veces (n=9) y el porcentaje de células CD41+ alcanzó su valor máximo (86 ± 3 % 

de células CD41 positivas, n=9). Para determinar el efecto del ON en los distintos 

estadíos de diferenciación, la exposición de células al DETA/ON (125 µM) se 

realizó en diferentes días de cultivo y en todos los casos el número de MCs y la 

viabilidad celular se evaluaron el día 11. 

Como muestra la Tabla 2, el agregado de DETA/ON entre el día 1 y 7 de 

cultivo provocó la muerte del mismo. En cambio, el tratamiento de los cultivos con 

ON el día 8 produjo la muerte del 50% de las células y la viabilidad fue de apenas 

30%. La adición de DETA/ON los días 9 ó 10 post estimulación con TPO, no 

cambió significativamente la generación de MCs respecto al control pero la 

viabilidad celular se encontró marcadamente disminuida (Tabla 2). 
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Tabla 2. Efecto del agregado de DETA/ON en diferentes días de cultivo sobre 

el número de MCs. 

Día de cultivo en el cual fue 
adicionado el DETA/ON 

Megacariocitos totales 
el día 11 (% del control)

Viabilidad       
(% del control) 

1-7 Menos de 20 Menos de 20 

8 50 ± 10 30 ± 6 

9 100 42 ± 5 

10 100 60 ± 8 

El DETA/ON (125 µM) fue agregado a los cultivos en los días indicados. El número absoluto de 

MCs y la viabilidad celular (por exclusión de azul de trypán) fueron determinados el día 11 de 

cultivo. Los valores representan la media ± EE de 3 experimentos independientes. 

 

4.8.  El DETA/ON induce la muerte celular programada de células CD34+ y 

MCs 

Con el fin de evaluar si la inducción de muerte celular programada era una 

de las causas asociadas al efecto citotóxico del ON, células CD34+ fueron 

tratadas con ON, estimuladas con TPO y luego de 96 horas se evaluó la 

disminución del contenido de ADN nuclear como indicador de células apoptóticas. 

Como se observa en la Figura 22, el análisis cuantitativo de la población 

hipodiploide por citometría de flujo mostró un aumento significativo como 

consecuencia del tratamiento con DETA/ON. 

A continuación se analizó la cinética de aparición de células apoptóticas 

como respuesta al tratamiento con ON por citometría de flujo. El análisis diario de 
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los cultivos mostró que el porcentaje de células apoptóticas aumentó luego de 24 

horas de exposición al DETA/ON. La proporción de células apoptóticas fue mayor 

cuanto mayor fue el tiempo de incubación con el dador (Tabla 3). 

Para poder establecer si el efecto proapoptótico del ON también ocurría en 

MCs, se repitieron los mismos experimentos utilizando cultivos obtenidos luego de 

9 días de estimulación de células CD34+ con TPO. En la Tabla 3 se puede 

observar no sólo que la apoptosis basal de los MCs fue mayor en aquellos más 

maduros sino que también estas células son más susceptibles al estímulo 

apoptótico del ON respecto de las células indiferenciadas. 

 

 

Figura 22. Análisis de la apoptosis inducida por DETA/ON por citometría de flujo. Células 

CD34+ fueron tratadas (gráfico inferior) o no (gráfico superior) con DETA/ON (125 µM), previo a la 

estimulación con TPO. Luego de 96 horas las células fueron marcadas con ioduro de propidio y 

analizadas por citometría de flujo. Se muestra 1 experimento representativo de 4 similares. 
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Tabla 3. Porcentaje de apoptosis de células CD34+ y MCs inducida por 

DETA/ON. 

Horas post DETA/ON Células CD34+ Megacariocitos 

 Control DETA/ON Control DETA/ON

24 4 ± 0,8 12 ± 2 7 ±0,4 36 ± 3 

48 6 ± 0,8 30 ± 3 10 ± 0,8 54 ±5 

72 6 ± 0,4 34 ± 4 11 ± 0,8 69 ± 2 

96 7 ± 0,3 45 ± 4 16 ± 0,4 67 ± 8 

Células CD34+ o MCs (derivados de cultivos de células CD34+ estimuladas con TPO por 9 días) 

fueron tratados con DETA/ON. Las células CD34+ fueron estimuladas luego con TPO. En los 

tiempos indicados luego de la adición de DETA/ON, el porcentaje de células hipodiploides fue 

evaluado por citometría de flujo. Los valores representan la media ± EE de 3 experimentos 

independientes. 

 

4.9.  Efecto del 8-Br-GMPc en la apoptosis de MCs inducida por ON 

La activación de la guanilato ciclasa soluble y consecuentemente el 

aumento del GMPc es uno de los principales mediadores del mecanismo de 

acción del ON [102]. Para poder establecer la implicancia de este segundo 

mensajero en el efecto citotóxico del ON utilizamos un análogo permeable 

denominado 8-Br-GMPc. El tratamiento de células CD34+ con esta droga no 

afectó el número de MCs obtenidos luego de 11 días de cultivo en presencia de 

TPO respecto a muestras control (398 ± 98, 438 ± 109, 420 ±70 x 103 MCs para 0, 

3 y 6 mM respectivamente, n = 3). 
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4.10. Apoptosis inducida por ON sobre MCs derivados de células CD34+ de 

sangre de cordón umbilical 

Durante el desarrollo de los experimentos descritos previamente nos 

encontramos con dificultades para la obtención de las muestras de médula ósea. 

La disminución en la frecuencia de las cirugías llevadas a cabo en los hospitales 

involucrados y el hecho de que los pocos pacientes fueran añosos (presentando 

casi siempre muestras hipocelulares) nos llevó a cambiar la fuente de células 

CD34+. Por ello, los experimentos que se detallan a continuación fueron 

realizados en MCs obtenidos luego de 10-12 días de estimulación con TPO de 

células CD34+ purificadas de sangre de cordón umbilical (ver materiales y 

métodos). 

Respecto del dador de ON, como se ha mencionado previamente, el 

DETA/ON posee una vida media de 20 horas. Para poder estudiar el efecto de 

inhibidores utilizamos otra molécula químicamente relacionada pero con una 

menor vida media (15 minutos) denominada 1-propil-1'-(3-aminopropil)-2-hidroxi-

2-nitrosohidrazina (PAPA/ON).  

En primer lugar estudiamos la inducción de apoptosis utilizando este nuevo 

dador de ON en un rango similar al utilizado con el DETA/ON en los experimentos 

de CMN o CD34+ de médula ósea. Las Figuras 23 y 24 muestran que los MCs 

derivados de sangre de cordón umbilical también son susceptibles a los efectos 

proapoptóticos del ON (EC50 de 98 µM). Si bien los estudios se realizaron 

determinando la apoptosis en la población megacariocítica (utilizando cultivos que 

tuvieran al menos 75% de celulas CD41+ y estableciendo el porcentaje de células 
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con núcleo hipodiploide solo en la fracción CD41+ por citometría de flujo (ver 

Materiales y Métodos), el efecto del PAPA/ON se evaluó en una población 

áltamente enriquecida en MCs (98% de células CD41+, ver materiales y métodos). 

Los resultados obtenidos confirmaron que la apoptosis mediada por ON ocurre en 

la población megacariocítica aún en ausencia de cualquier otro tipo celular 

contaminante (Control: 18, PAPA/ON: 56 % de apoptosis, microscopía de 

fluorescencia, n=2). 

 

 

Figura 23. Análisis de la apoptosis por microscopía. MCs derivados de células CD34+ 

estimuladas con TPO durante 10 días fueron tratados con PAPA/ON y la apotosis se determinó 

luego de 24 horas (n=5). 
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Figura 24. Análisis de la apoptosis por microscopía y citometría de flujo. MCs derivados de 

células CD34+ estimuladas con TPO durante 10 días fueron tratados (derecha) o no (izquierda) 

con PAPA/ON (125 µM). La apotosis se determinó por citometría de flujo (arriba) y por 

microscopía de fluorescencia (abajo) luego de 24 horas. Se muestra 1 experimento representativo 

de 5 experimentos independientes. Las flechas indican células apoptóticas. Aumento 400X. 

 

4.11. Mecanismos involucrados en la muerte de MCs inducida por ON 

4.11.1. Rol del GMPc en la apoptosis de MCs inducida por ON 

En un trabajo publicado durante el desarrollo de este trabajo de Tesis [178], 

los autores demostraron que la apoptosis inducida por ON en células de la línea 

megacariocítica Meg-01 era mediada por GMPc. A pesar de que nuestros 

estudios previos no mostraron efectos inhibitorios en la generacion de MCs por 8-
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Br-GMPc, reexaminamos el rol de este nucleótido cíclico utilizando otro análogo 

permeable que presenta una lipofilicidad 20 veces mayor que el 8-Br-GMPc, 

denominado 8-pCPT-GMPc [179]. Sorprendentemente, luego del tratamiento de 

los cultivos con este análogo encontramos un aumento del porcentaje de células 

apoptóticas en relación directa con su concentración (EC50 = 230 µM, Figura 25-

A). 

Frente a estos resultados en los siguientes experimentos profundizamos la 

participación del GMPc en la acción proapoptótica del ON utilizando diferentes 

drogas moduladoras de los niveles intracelulares de este segundo mensajero. En 

primer lugar se utilizó ODQ que es un inhibidor de la guanilato ciclasa [112]. En 

estas condiciones, el porcentaje de apoptosis inducido por PAPA/ON fue inhibido 

significativa aunque no totalmente, mientras que los niveles intracelulares de 

GMPc permanecieron en valores similares a las celulas no estimuladas con 

PAPA/ON (Figura 25-B). En los experimentos siguientes, se analizó el efecto de 

un activador directo de la guanilato ciclasa, BAY 41-2272 [180]. Como se puede 

observar en la Figura 26 la activación de esta enzima gatilló apoptosis en forma 

concentración-dependiente y la misma fue suprimida por el pretratamiento de los 

MCs con ODQ. 

Los aumentos de GMPc son rápidamente contrarrestados por una familia 

de fosfodiesteras. El pretratamiento de los MCs con zaprinast (40 µM), un 

inhibidor de la fosfodiesterasa (PDE) V (descrito inicialmente como M&B 22,948) 

[181], enzima que degrada específicamente al GMPc, no mostró un efecto por sí 

mismo (control: 20 ± 3; zaprinast: 22 ± 3 % de apoptosis; n=5) sin embargo, la 
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presencia de zaprinast sensibilizó a los MCs frente al efecto proapoptótico del 

PAPA/ON (PAPA/ON 20 µM: 21 ± 3,6, zaprinast+PAPA/ON: 35 ± 3,2 % de 

apoptosis, p<0,05, n=5, Figura 27). 

 

A

B

Figura 25. Rol del GMPc en la apoptosis de MCs inducida por ON. A)
incubados con 8-pCPT-GMPc y luego de 24 horas se evaluó la apoptosis por 

(n=3). B) El ODQ (0,5 µM) se agregó 30 minutos antes que el PAPA/ON (125 m

de apoptosis (barras rojas) se determinó a las 24 horas y el GMPc acetilad

lisados celulares luego de 15 minutos de estimulación con ON (n=5 en dupli

control. #p<0,05 vs PAPA/ON. 
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Figura 26. Efecto de la activación directa de la guanilato ciclasa sobre la apoptosis de MCs 
inducida por ON. Los MCs fueron incubados con diferentes concentraciones de BAY 41-2272. El 

ODQ (0,5 mM) fue agregado 30 minutos antes que el BAY 41-2272 (n=3 en duplicados). * p<0,05 

vs sin BAY 41-2272 (control). 
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Figura 27. Efecto de la inhibición de la PDE V sobre la apoptosis de MCs inducida por ON. 
Los MCs fueron incubados con diferentes concentraciones de PAPA/ON en presencia (barras 

blancas) o ausencia (barras rojas) de Zaprinast (40 mM) y luego de 24 horas se evaluó la 

apoptosis por citometría de flujo (n=5). *p<0,05 vs sin PAPA/ON (control), #p<0,05 vs igual 

concentración de PAPA/ON sin Zaprinast. 
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4.11.2. Activación de caspasa-3 

Las caspasas son las enzimas ejecutoras de la muerte celular programada. 

Considerando que recientemente fue reportado un aumento en los niveles de 

caspasa-3 activada en MCs senescentes y apoptóticos [182] se estudió si la 

activación de esta enzima formaba parte del mecanismo molecular involucrado en 

este modelo de muerte celular inducida por ON. En la Figura 28 se puede 

observar que la estimulación con ON dio como resultado un aumento del 

porcentaje de MCs que expresaban caspasa-3 en su foma activada, mostrando su 

valor máximo luego de 5 horas (control: 4,0 ± 0,5; ON: 18,4 ± 1,0% de células 

positivas; n=3 por duplicado; p<0,05).  

Estudios recientes han demostrado que la detección inmunológica del 

fragmento activo de la caspasa-3 puede no traducirse en un aumento de su 

función enzimática debido a la presencia de proteínas inhibidoras del sitio activo 

[183]. Por lo tanto, a continuación se realizaron ensayos para cuantificar su 

actividad. Los MCs tratados con ON mostraron un aumento (mayor de 4 veces) en 

la actividad de esta enzima respecto de los MCs control (Figura 29) confirmando 

la funcionalidad de esta enzima detectada por citometría de flujo. 
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Figura 29. Expresión del fragmento activo de caspasa-3. Los MCs fueron incubados 5 horas 

con PAPA/ON (125 µM). Los niveles de caspasa-3 activada fueron determinados por citometría de 

flujo. Los histogramas muestran células marcadas con el Ac. control de isotipo (área gris) o el anti-

fragmento de caspasa-3 activada (línea negra) y representan 1 de 3 experimentos similares 

realizados por duplicado. 
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Figura 29. Actividad enzimática de la caspasa-3. Los MCs fueron incubados 5 horas con 

PAPA/ON (125 µM). La actividad cisteíno-proteasa fue determinada por el clivaje de su sustrato 

Ac-DEVD-pNA y posterior detección colorimétrica del producto pNA. Los valores representan la 

media ± EE de 3 experimentos independientes y se expresan en unidades de absorbancia a 405 

nm por cada millón de células utilizadas (A405/106 células). * p<0,05 vs control. 
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4.11.3. Regulación de Bcl-xL 

En el año 2001, Sanz y colab. reportaron que la proteína antiapoptótica Bcl-

xL presenta un patrón diferencial de expresión a lo largo de la diferenciación de 

MCs aumentando a medida que el MC madura y disminuyendo hasta desaparecer 

durante su senecencia [184]. 

En un trabajo posterior fue demostrada la importancia de esta proteína en 

el mecanismo de supervivencia celular mediado por TPO [185]. Teniendo en 

cuenta estos hallazgos examinamos si el mecanismo proapoptótico del ON era 

mediado por una regulación negativa de Bcl-xL. Contrariamente a lo esperado, la 

expresión de esta proteína fue regulada positivamente por el tratamiento de MCs 

con PAPA/ON durante 5 horas (Figura 30). 

 

      

Figura 30. Modulación de la expresión de Bcl-xL por ON. Los MCs fueron incubados 5 horas 

con PAPA/ON (125 µM). Los niveles de Bcl-xL fueron determinados por citometría de flujo 

(izquierda). Los histogramas muestran células marcadas con el control de isotipo (área verde) o 

Bcl-xL (línea roja) y representan 1 de 6 experimentos similares. Las barras (derecha) representan 

la media ± EE de la mediana de intensidad de fluorescencia (MIF) de los 6 experimentos. * p<0,05. 
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4.12. La TPO previene la apoptosis de MCs inducida por ON 

Diversos estudios hallaron que la TPO promueve la sobrevida de células 

CD34+ y megacarioblastos [186]. En nuestros ensayos la inducción de apoptosis 

se realizó el día 12 de cultivo agregando ON en el mismo medio (IMDM 

suplementado con suero humano (5 %) y TPO (25 ng/ml) al inicio y 6 días 

después). La posibilidad de inducir apoptosis indicaba la ausencia de protección 

por parte de la TPO lo cual podía haber ocurrido por endocitosis como 

consecuencia de la interacción ligando-receptor [187] o por pérdida de su 

actividad. Para analizar esta última hipótesis se incubó IMDM conteniendo TPO 

(25 ng/ml) durante 6 días a 37°C. Luego se resuspendieron células CD34+ en este 

medio y se agregó suero fresco. Al cabo de 4 días, la determinación de apoptosis 

(55% n=3) y el recuento de células (5 veces menos que el recuento original) 

determinó la muerte del mismo señalando que estas condiciones experimentales 

inducen la pérdida de la actividad de la TPO. 

Con el fin de evaluar la prevención de muerte por esta citoquina en los 

siguientes experimentos se adicionó TPO previamente a la exposición con ON. 

Los resultados mostraron que su presencia indujo una marcada inhibición de la 

apoptosis en forma concentración dependiente (Figura 31). Sin embargo, esta 

protección se observó sólamente cuando la TPO fue agregada hasta 5 horas 

antes que el ON. Luego de 24 horas del agregado de TPO, el ON indujo una 

apoptosis de similar magnitud que en ausencia de la misma (Tabla 4). 
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Figura 31. Prevención por TPO de la apoptosis de MCs inducida por ON. Los MCs fueron 

incubados 1 minuto con diferentes concentraciones de TPO y luego se agregó el PAPA/ON (125 

µM). Al cabo de 24 horas la apoptosis fue evaluada por citometría de flujo (n=3). 

 

Tabla 4. Efecto de la TPO sobre la apoptosis inducida por ON. 

Tratamiento Apoptosis (%) 

Control 11±2 

TPO 7±1 

PAPA/ON 46±2* 

TPO 1 minuto+PAPA/ON 16±1#

TPO 1 hora+PAPA/ON 16±1#

TPO 5 horas+PAPA/ON 25±1#

TPO 24 horas+PAPA/ON 46±1* 

Las células fueron tratadas con TPO (100 ng/ml) y luego de los tiempos indicados fue agregado el 

PAPA/ON (125 µM). La apoptosis fue evaluada 24 horas después por citometría de flujo (n=3). * 

p<0,05 vs control. # p<0,05 vs PAPA/ON. 
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4.13. Efecto del ON en otras etapas de la MCp 

4.13.1. Rol del ON en la formación de proplaquetas y plaquetas en cultivo 

La apoptosis de MCs y la formación de plaquetas son eventos 

temporalmente relacionados aunque la vinculación funcional entre ambos 

fenómenos aún no ha sido esclarecida [182, 188]. Se ha postulado que el ON es 

el mediador involucrado en la formación de plaquetas en la línea megacariocítica 

Meg-01 [178]. Para evaluar si esto también ocurría en MCs primarios, se evaluó el 

efecto del PAPA/ON sobre esta última etapa de la MCp. Uno de los parámetros 

evaluados fue la aparición de MCs formadores de proplaquetas que en nuestras 

condiciones se observó a partir del día 9-10 de cultivo en la mayoría de los 

ensayos y fue aumentando progresivamente hasta el día 12-14 (datos no 

mostrados). Los cultivos expuestos durante 24 horas al ON mostraron una leve 

disminución (no significativa) del porcentaje de estas células (Figura 32). 

Para estudiar el efecto del ON sobre la formación de plaquetas utilizamos 

muestras de diferentes estadíos de diferenciación (días 8 y 14 de cultivo). Si bien 

las muestras menos diferenciadas (día 8) mostraron un aumento del número de 

plaquetas como consecuencia del tratamiento con ON y en cambio, las más 

diferenciadas mostraron el resultado opuesto, ambos valores no fueron 

significativamente diferentes de los valores control (Figura 34). 
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4.13.2. Inhibición de la adhesión de MCs a células endoteliales por ON 

La MCp es regulada tanto por factores solubles como por la interacción 

célula-célula en el entorno medular [164-166, 189]. En este sentido, la interacción 

entre MCs y células endoteliales (CE) tiene un rol relevante en la etapa final de 

este proceso promoviendo la sobrevida del MC y permitiendo la formación de 

plaquetas [177, 190]. Considerando que el endotelio vascular es una fuente 

importante de ON evaluamos su rol en el proceso de adhesión MCs/CEs 

utilizando HUVECs (CEs derivadas de cordón umbilical humano). La inhibición de 

la síntesis endógena de ON por el tratamiento de CE con L-NAME previamente al 

agregado de los MCs no mostro diferencias significativas en la adhesión de los 

MCs con respecto a las celulas no tratadas (28 ± 3, 32 ± 1 y 33 ± 3 % de adhesión 

para 0, 100 y 500 µM de L-NAME respectivamente, n = 3). 

En forma contraria, el pretratamiento de MCs durante 15 minutos con 

diferentes concentraciones de NPS disminuyó la adhesión con respecto a las 

células control (Tabla 5). Para analizar si el efecto del NPS estaba asociado a su 

acción citotóxica evaluamos la viabilidad de los MCs luego de la incubación con 

NPS y encontramos que la fracción de células viables fue similar a aquella 

observada en los controles (mayor del 90 %) utilizando dos tinciones diferentes 

(azul de trypán o la mezcla de naranja de acridina y bromuro de etidio, n=3). 

Se ha demostrado que las plaquetas pueden unirse al endotelio activado a 

través de la interacción entre la P-selectina endotelial y la GPIb en la superficie 

plaquetaria [191]. En los siguientes experimentos analizamos si la menor 

adhesión de los MCs expuestos al ON tambien se observaba en CE estimuladas. 
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La estimulación con TNF-α aumentó en forma significativa la cantidad de MCs 

adheridos a la monocapa de CE mientras que la preincubación de los mismos con 

NPS previno parcialmente esta interacción (Tabla 5). 

 

TABLA 5. Efecto del NPS en la adhesión de MCs a CE. 

NPS (µM) Adhesión (%) 

 CE en reposo CE estimuladas 

0 28 ± 3 75 ± 3 

50 21 ± 1* No determinado 

100 17 ± 2* 62 ± 4* 

200 13 ± 1* 59 ± 5* 

Los MCs (marcados con 51Cr) fueron incubados durante 15 minutos con diferentes 

conentraciones de NPS y luego de lavados fueron colocados sobre monocapas confluentes de 

CE en reposo e incubados durante 1 hora. Por otra parte, las CE fueron preincubadas con TNF-α 

durante 4 horas y luego de lavar los MCs (marcados con 51Cr y preincubados durante 15 minutos 

con diferentes conentraciones de NPS) fueron colocados sobre las monocapas e incubados 

durante 1 hora. Luego de lavar, los MCs adheridos fueron cuantificados por su emisión γ en un 

contador de centelleo líquido (n=4).* P<0,05 vs sin NPS. 
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En el presente trabajo de Tesis se ha estudiado el papel del ON sobre la 

MCp y los resultados obtenidos muestran que la generación de MCs, derivados 

de CMN o de células CD34+, es inhibida por el ON per se, ya que fue 

independiente del tipo de dador de ON utilizado. Ciertamente, los efectos 

asociados al uso de dadores de ON pueden estar relacionados no solamente con 

el ON sino también con la molécula transportadora o con los subproductos 

generados como consecuencia de su metabolismo. Sin embargo, el efecto 

supresor de los dadores no se relacionó con la molécula transportadora del 

DETA/ON ni con la formación de nitritos o cianuro ya que ninguna de esas drogas 

afectó la generación de MCs. 

El efecto supresor del ON se observó cuando la generación de MCs fue 

inducida tanto por TPO como por IL-3 sugiriendo que su acción no se relacionaría 

con una interferencia en las vías de transducción de señales ejercidas por la TPO 

sino más bien con un efecto generalizado del ON sobre la muerte celular. El ON 

suprimió el crecimiento de MCs a partir de una población de CMN o de células 

CD34+ indicando un efecto citotóxico directo en precursores hematopoyéticos. El 

hallazgo de que las células CD34+ fueron más sensibles que las CMN al efecto 

inhibitorio del ON sugiere que las células no hematopoyéticas podrían liberar 

mediadores con funciones citoprotectoras contrarrestando los efectos 

antiproliferativos del ON. 

Un trabajo previo utilizando cultivos semisólidos tanto de CMN como de 

células CD34+ de médula ósea, reportó efectos antagónicos en la formación de 

colonias por la exposición a dos dadores de ON: NPS o S-nitroso-N-
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acetilpenicilamina (SNAP) [128]. En el caso de CMN, ambos dadores 

disminuyeron significativamente la formación de colonias mieloides y eritrodes. En 

cambio, en células CD34+, mientras el SNAP reprodujo el efecto inhibitorio, el 

NPS presentó un efecto diferencial ya que inhibió la formación de colonias 

eritroides pero estimuló la generación de mieloides. En los experimentos aquí 

presentados, aún cuando se utilizó un rango de concentraciones similares, no se 

observaron respuestas diferentes respecto de los dadores de ON con el tipo 

celular utilizado. Esta discrepancia podría ser explicada por el hecho que los 

mencionados autores utilizaron una técnica de cultivo diferente y un medio 

condicionado de leucocitos que no incluía TPO. 

Teniendo en cuenta que in vivo, a nivel de médula ósea, el ON puede ser 

generado de manera constitutiva o inducida dependiendo del tipo celular que lo 

produzca [126, 192] cabía estudiar si los efectos observados con dadores de ON 

también eran reproducidos por su generación endógena. Cuando la síntesis de 

ON fue gatillada por una mezcla de sustancias proinflamatorias (TNF-α + IFN-γ), 

tanto en CMN como en CD34+, se observó una disminución en la producción de 

MCs. Es interesante el hecho que los inhibidores de las NOS, luego de suprimir el 

aumento en los niveles de ON, revirtieran sólo de manera parcial la inhibición del 

crecimiento de MCs ya que sugiere que existirían otros mecanismos involucrados 

en este efecto. En este sentido, es razonable suponer que la acción 

antipoliferativa de esta mezcla de citoquinas resulte de la conjunción de varios 

mecanismos ya que, por ejemplo, es conocido que el TNF-α es capaz de 

desencadenar la vía extrínseca de activación del proceso apoptótico [149]. 
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El efecto del ON en el crecimiento celular cuando es liberado por 

sustancias proinflamatorias ha sido estudiada previamente por otros grupos [126, 

131]. En concordancia con los resultados aquí presentados, Maciejewski y col. 

[126] demostraron en CMN y células CD34+ derivadas de médula ósea humana 

que luego del tratamiento con INF-γ y TNF-α se observa un marcado aumento en 

la expresión de iNOS y una inhibición en el desarrollo de colonias eritroides o 

mieloides que es parcialmente revertida por el uso de inhibidores de las NOS. En 

cambio, otros autores observaron que la acción antiproliferativa de citoquinas es 

mediada totalmente por ON, discordancia que podría explicarse por haber 

utilizado células murinas en lugar de humanas [131]. 

En conjunto, estos datos sugieren que la expresión de iNOS y la 

consecuente producción de ON en una escala más elevada que cuando es 

producido por NOS constitutivas, podría ser citotóxica no solo de forma autócrina 

sino también parácrina. Los resultados aquí obtenidos muestran que el número de 

MCs derivados de células CD34+ disminuye por el agregado exógeno de la 

molécula precursora de ON, L-arginina. Más aún, el uso de L-NAME, inhibidor 

competitivo no especifico de la síntesis de ON, previene este efecto mientras el 

pretratamiento de células CD34+ con L-NAME aumenta la producción de MCs. Si 

bien estos resultados sugieren que los precursores hematopoyéticos también 

producirían niveles basales de ON, se requieren de experimentos adicionales 

para confirmar la presencia de una NOS constitutiva en estas células. 

Se ha demostrado que los precursores indiferenciados poseen una alta 

sensibilidad al ON, lo cual explicaría el efecto supresor del mismo en la formación 
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de colonias de distintos linajes [126]. Sin embargo, el efecto del ON en 

progenitores comisionados es poco conocido. Para estudiar este punto, se analizó 

el efecto del agregado del ON en células obtenidas en diferentes días de cultivo 

post-estimulación de células CD34+ con TPO. La exposición al ON durante la fase 

proliferativa que ocurre durante los primeros 7 días provocó la muerte de las 

células en cultivo indicando que los progenitores comisionados al linaje 

megacariocítico también son sensibles al ON. Más aún, el ON en MCs maduros 

disminuyó significativamente la viabilidad celular confirmando que el efecto 

citotóxico no está relacionado con un estadío específico de la MCp, sino que es 

un fenómeno generalizado de activación y/o inhibición de los mecanismos de 

muerte y/o sobrevida respectivamente. 

En los resultados aquí obtenidos, tanto la evaluación microscópica como la 

citometría de flujo, demostraron que los efectos del ON están asociados a la 

inducción de muerte celular programada y que la misma es más marcada en 

células maduras que en precursores indiferenciados. Restaría aclarar entonces a 

través de cuál mecanismo, el ON ejerce el efecto proapoptótico sobre los MCs. 

Con este objetivo y considerando que el GMPc es el principal mediador de 

los efectos biológicos del ON [102], se estudió el papel de este nucleótido en la 

apoptosis de MCs. Se observó que el análogo permeable 8-Br-GMPc no fue 

capaz de inducir muerte celular sugiriendo que el efecto proapoptótico del ON era 

independiente del GMPc. Sin embargo, durante el desarrollo de este trabajo de 

Tesis, otros autores demostraron que el ON induce apoptosis y formación de 

plaquetas en células de la línea megacariocítica Meg-01 de manera dependiente 
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e independiente del GMPc, respectivamente [178]. Frente a esta controversia, se 

decidió profundizar estos estudios utilizando otro análogo y fármacos reguladores 

de su síntesis intracelular. 

La exposición de MCs a un análogo más lipofílico y por lo tanto más 

permeable como el 8-pCPT-GMPc dio como resultado un aumento significativo de 

la apoptosis de MCs. Una posible explicación para esta diferencia de efectos 

entre ambos análogos podría radicar no sólo en la diferente lipofilicidad sino 

también en la susceptibilidad a su hidrólisis por fosfodiesterasas [193]. De hecho 

otros autores observaron que la inhibición de la activación plaquetaria por 8-Br-

GMPc sólo ocurre en una concentración 3 órdenes de magnitud superior a la 

requerida por el 8-pCPT-GMPc [194]. 

Por otro lado, la activación directa de la guanilato ciclasa con BAY 41-2272 

también gatilló la muerte celular programada de los MCs mientras que el 

zaprinast, un inhibidor de la fosfodiesterasa específica del GMPc, potenció el 

efecto proapoptótico del PAPA/ON. Más aún, la inhibición de la guanilato ciclasa 

con ODQ disminuyó parcial pero significativamente la apoptosis de MCs mediada 

por PAPA/ON y completamente la inducida por BAY 41-2272. 

Conjuntamente, estos resultados indicarían que el aumento en los niveles 

de GMPc participaría en la apoptosis de MCs mediada por PAPA/ON. Sin 

embargo, dado que la muerte inducida por este dador de ON no fue suprimida 

completamente por ODQ no puede excluirse la posibilidad de que la generación 

de otras especies reactivas del oxígeno como el anión superóxido y el peroxinitrito 

también participen como efectores de la respuesta citotóxica del ON sobre MCs. 
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En este sentido, es interesante destacar que utilizando células de la línea Meg-01 

tratadas con ON, Battinelli y Loscalzo [195] inicialmente postularon que el 

peroxinitrito era el responsable de la apoptosis, pero en un estudio posterior le 

adjudicaron el papel principal al GMPc [178]. La participación de este nucleótido 

cíclico en la apoptosis mediada por ON en otros tipos celulares también es 

controversial. En concordancia con los datos aquí presentados, otros grupos de 

estudio reportaron que el GMPc induce apoptosis en diversos tipos celulares, 

incluyendo células musculares lisas, endoteliales, pancreáticas y cardiomiocitos 

[196-199]. En contraste, ha sido postulado que el GMPc generado por la nNOS es 

esencial para la sobrevida de neuronas [200, 201]. Más aún, en macrófagos, el 

GMPc activa la PKG y paradójicamente es capaz de proteger la apoptosis 

inducida por ON previniendo la liberación de citocromo-c mitocondrial y la 

activación de caspasas [202, 203]. Es evidente que el papel del GMPc como 

inductor o protector de la muerte celular programada aún no está del todo 

aclarado y que los efectos del mismo parecerían estar asociados al tipo celular, a 

la concentración de dadores de ON, al tipo de análogo de GMPc y al modelo 

experimental utilizado. 

Para profundizar los mecanismos apoptóticos downstream del ON/GMPc 

analizamos tanto la expresión de un miembro de la familia de proteínas Bcl-2 con 

conocida actividad antiapoptótica como Bcl-xL, como la activación de caspasa-3. 

En MCs, Bcl-xL ha adquirido relevancia dentro de los mecanismos que regulan la 

decisión de sobrevida/muerte de MCs ya que presenta un patrón de expresión 

diferencial a lo largo de la MCp [184]. Mientras que en líneas celulares (que 
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expresan el c-Mpl) se demostró un aumento en la expresión de esta proteína 

como uno de los mecanismos de sobrevida celular gatillados por la TPO [185], en 

otros tipos celulares, ha sido descripto que la disminución de la expresión de Bcl-

xL juega un papel central en la inducción de apoptosis [204] y durante el proceso 

de anoikis o muerte inducida por la pérdida de la interacción células-matriz 

extracelular [205]. Fue entonces que resultó sorpresivo encontrar en nuestros 

estudios un aumento en la expresión de Bcl-xL inducida por ON. Sin embargo, 

podría ocurrir que este incremento represente una respuesta de sobrevida que es 

superada por una expresión aún mayor de proteínas proapoptóticas como Bad o 

Bax. De hecho, un mecanismo similar ha sido propuesto para explicar los 

aumentos concomitantes de miembros pro y antiapoptóticos de la familia Bcl-2 

observados en biopsias de miocardios de pacientes con cardiomiopatía dilatada o 

enfermedad coronaria isquémica [206].  

Los ejecutores centrales del proceso apoptótico son las proteasas de la 

familia de las caspasas. En MCs expandidos in vitro, las caspasas-3 y 9 se 

activan durante la fase terminal de su maduración [182]. En concordancia, aquí se 

muestra en MCs maduros el aumento del fragmento activo de caspasa-3 como 

consecuencia de la apoptosis inducida por ON. La detección de la forma activa 

(clivada) de la caspasa-3 no necesariamente se traduce en muerte celular ya que 

el sitio activo de este fragmento puede ser inhibido por la unión de proteínas 

citoplasmáticas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) [207] o por S-nitrosilación, 

como se demostró en la apoptosis de células Meg-01 inducida por ON [195]. En 

nuestros estudios, además de la expresión del fragmento activo antes 
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mencionado, la exposición de MCs al PAPA/ON indujo un marcado incremento de 

la actividad enzimática de esta cisteíno-proteasa confirmando la participación de 

caspasa-3 en la muerte celular programada mediada por ON. 

En los últimos años, algunos trabajos han mostrado que la apoptosis del 

MC y la formación de plaquetas serían eventos temporalmente relacionados [208]. 

Sin embargo, existen controversias respecto a si la formación de plaquetas 

precede [182] o es consecuencia de la muerte de MC [188]. Por otro lado, las 

bases moleculares de ambos procesos aún no están claramente establecidas. 

Entre los mecanismos involucrados, De Botton y col. [182] demostraron que la 

formación de proplaquetas ocurre en el MC maduro como consecuencia de la 

activación inicialmente localizada de caspasa-3 que, luego en el MC apoptótico, 

se torna generalizada y se acompaña con la permeabilización de la membrana 

mitocondrial y expresión de fosfatidilserina. El factor de transcripción NF-E2 

también sería un elemento clave aunque se desconoce el mecanismo de 

activación del mismo durante la producción de plaquetas [209, 210]. Respecto a 

las señales extracelulares que regulan la generación de plaquetas existen 

evidencias demostrando que si bien la TPO es crítica para el desarrollo del MC, la 

misma no participaría en la trombopoyesis [211]. Recientemente, Battinelli y col. 

[178] describieron que el ON induce la formación de plaquetas en células Meg-01. 

Para extender estos hallazgos a células primarias, en nuestros experimentos se 

expusieron MCs maduros a PAPA/ON. En contraste con las observaciones de 

Battinelli y col. [178] se observó que tanto la aparición de proplaquetas como la 

formación de plaquetas en el medio de cultivo no fueron modificadas 
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significativamente por la presencia de ON. Una explicación para estas diferencias 

sería el uso de líneas celulares vs. MCs primarios. 

En forma similar a otros factores de crecimiento, la TPO no sólo promueve 

el crecimiento sino también la sobrevida celular previniendo su muerte [186]. En 

nuestros estudios la capacidad del ON de gatillar apoptosis en un medio que 

había sido suplementado con TPO cuestionaba este efecto. Dado que la 

interacción del c-Mpl con su ligando resulta en el secuestro y degradación del 

complejo ligando-receptor [187] cabía la posibilidad que la concentración de TPO 

en nuestro medio de cultivo fuera insuficiente o nula en el momento de la 

inducción de apoptosis y/o que la TPO remanente no estuviera activa. Aunque no 

se cuantificaron los niveles de TPO en el medio, la muerte de células CD34+ que 

fueron cultivadas con un medio suplementado con TPO previamente incubado 

durante 6 días a 37°C sugiere que esas condiciones producen una disminución de 

la actividad de este factor de crecimiento. Sin embargo, el agregado de TPO 

previo a la exposición de los MCs al ON previno marcadamente la muerte celular 

confirmando su actividad antiapoptótica. Por otro lado, este efecto protector de la 

TPO no se obtuvo cuando la misma fue agregada 24 horas antes indicando que el 

mismo sería un fenómeno agudo característica de la actividad antiapoptótica de la 

TPO no descripta hasta el momento. 

Estos datos en conjunto indican que el ON regula negativamente el 

crecimiento de los MCs y que la TPO previene este efecto. Los niveles de ON en 

el organismo son el resultado de la acción de las tres isoformas enzimáticas. La 

eNOS y la nNOS generan concentraciones relativamente bajas de ON que 
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regulan procesos fisiológicos en el sistema cardiovascular y nervioso, 

respectivamente. Altas concentraciones de ON, asociadas con funciones 

citotóxicas y citostáticas se producen a través de la iNOS, isoforma inducida 

principalmente por moléculas proinflamatorias [138]. Considerando que la acción 

citotóxica del ON en nuestros estudios fue ejercida no solamente en MCs 

maduros sino también en progenitores megacariocíticos, de ocurrir esta situación 

in vivo, el resultado final de la acción del ON sobre la MCp sería una 

trombocitopenia, hecho de difícil interpretación fisiológica. Además, cabe destacar 

que la inducción de apoptosis por ON, tanto en nuestros estudios como en otros, 

requiere de concentraciones mayores que aquellas necesarias para inhibir la 

activación de plaquetas o regular el tono vascular, principales actividades 

fisiológicas que ejerce el ON en el sistema cardiovascular. De esta manera, se 

podría especular que la muerte celular programada de progenitores 

megacariocíticos mediada por ON podría estar involucrada en la patogenia de 

algunas trombocitopenias. 

Sin embargo, es importante señalar que dos trabajos independientes 

realizados en ratones normales y no relacionados con la producción de plaquetas, 

mostraron como hallazgos secundarios que la administración sistémica de 

inhibidores de las NOS da como resultado una disminución en el recuento 

plaquetario [212, 213]. Más recientemente, en ratones genéticamente deficientes 

en iNOS, se observó un recuento plaquetario significativamente menor que los 

ratones normales mientras que aquellos deficientes en eNOS no mostraban 

diferencias [178]. Estos hallazgos llevaron a los autores a postular que el ON 
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producido por la iNOS es el mediador responsable de la trombopoyesis, o 

formación de plaquetas, y que el mecanismo involucrado sería la inducción de 

apoptosis en MCs maduros [178]. Sin embargo, para confirmar esta hipótesis 

restaría demostrar que la trombocitopenia observada en los ratones deficientes en 

NOS no es consecuencia de una mayor agregación y consumo de plaquetas o de 

una adhesión aumentda de plaquetas al endotelio debido a una mayor 

trombogenicidad de las células endoteliales por la falta de ON. También se 

debería analizar si la disminución en el recuento de plaquetas está asociada a un 

aumento en médula de MCs que sufrieron el proceso de maduración 

citoplasmática (formación de sistema de demarcación de membrana) sin liberar 

plaquetas [211]. 

Dado que el sinusoide es una fuente importante de ON en el 

microambiente hematopoyético, recientemente hemos evaluado su implicancia en 

la interacción MCs/HUVECs. Los datos preliminares obtenidos mostraron que la 

inhibición farmacológica de la síntesis de ON endotelial no produjo cambios 

significativos con respecto a la adhesión de los MCs en células no tratadas. Si 

bien estos resultados sugieren que el ON producido por el endotelio no modularía 

la adhesión de MCs, es importante considerar la posibilidad de que las 

concentraciones producidas en el modelo experimental utilizado pueden no ser 

suficientes para regular este proceso. De hecho, el pretratamiento de MCs con 

dadores de ON suprimió, moderada pero significativamente, su adhesión tanto a 

CEs en reposo como a aquellas activadas con una citoquina proinflamatoria como 

el TNF-α. Si bien existe un consenso generalizado sobre la capacidad del ON de 
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inhibir la adhesión de las plaquetas al endotelio, resulta llamativa la escasa 

cantidad de evidencias publicadas [214, 215]. Nuestras observaciones indicarían 

que la misma regulación existiría en MCs.  

En conclusión, los datos presentados en este trabajo de Tesis demuestran 

que: 

• El ON tanto exógeno como endógeno suprime la proliferación de 

MCs maduros y de sus progenitores a través de la inducción de 

muerte celular programada mediada por aumentos del GMPc y 

activación de caspasa-3. 

• La TPO previene el efecto proapoptótico del ON en MCs maduros. 

• El ON exógeno inhibe la adhesión de MCs a células endoteliales. 
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PERSPECTIVAS. 

En el curso de este trabajo de Tesis, si bien resultó evidente el importante 

papel que el ON tiene en la regulación de la MCp, surgieron diferentes 

interrogantes, algunos de los cuales son materia de estudio actualmente en 

nuestro laboratorio. 

Por ejemplo, ¿podría el ON actuar fisiológicamente de manera selectiva 

sobre MCs maduros produciendo apoptosis y generando plaquetas y no sobre 

células indiferenciadas o progenitores? La respuesta es que podría ser factible ya 

que los progenitores megacariocíticos ocupan el nicho osteoclástico mientras los 

MCs maduros residen en el nicho vascular en íntimo contacto con sinusoides 

endoteliales [216]. Al ocupar diferentes microambientes, es posible que diferentes 

factores de crecimiento, citoquinas y moléculas de adhesión, regulen la acción del 

ON en cada nicho. 

Otra pregunta que sugió es ¿cómo la iNOS regularía fisiológicamente la 

producción de plaquetas dado que su expresión está asociada a procesos 

patológicos? En este contexto cabe aclarar que hoy se acepta que la expresión de 

iNOS no siempre es inducida y que una expresión constitutiva pero moderada de 

esta enzima en el lecho vascular medular podría ser la responsable de la 

trombopoyesis. Ciertamente, han sido detectados bajos niveles de expresión 

basal de esta enzima en médula ósea aunque su funcionalidad y localización no 

fue aclarada [126, 192]. Además, se ha descripto que las células endoteliales de 

la médula ósea poseen un fenotipo funcional diferente al de otros lechos 

vasculares [177]. La presencia de iNOS en los sinusoides de la médula también 
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estaría en concordancia con la hipótesis de una acción selectiva del ON en 

células maduras. 

También es importante considerar que mientras el ON constitutivamente 

liberado por el endotelio encuentra hacia el lumen un tejido fluido, en el espacio 

medular, que es estacionario, se favorecería la acumulación de mayores 

concentraciones de ON periendoteliales y de este modo el ON generado por la 

eNOS podría cumplir con funciones diferentes a las conocidas en el torrente 

sanguíneo. 

Por este motivo y para comprender con mayor precisión el papel del ON en 

el espacio medular, planeamos explorar el papel de otras moléculas del 

microambiente vascular como la prostaciclina, el factor derivado del estroma-1 

(SDF-1) y el factor de crecimiento de fibroblastos-4 (FGF-4) y extender los 

estudios con células endoteliales derivadas de médula ósea, así como en 

modelos in vivo. 
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