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Articulo de revision

Factor estimulante de colonias de granulocitos y su efecto en el
ambito reproductivo
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RESUMEN

Introduccion: el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una citocina que estimula la diferenciacion celular de las
células germinales; se ha observado su produccion en liquido folicular y parece desempefiar una funcion importante en el desarrollo
folicular humano, el desarrollo y division celular embrionaria y la implantacion.

Objetivo: hacer una revision de la bibliografia médica para poder esclarecer el panorama y la probable funciéon del G-CSF en los
aspectos reproductivos de la embriologia humana.

Material y métodos: en PubMed y MedlinePlus® se realizé una revision de articulos pertinentes a ciencias basicas, relacionados con
la embriologia humana y que tuvieran en el titulo la frase factor estimulante de colonias de granulocitos.

Conclusiones: el G-CSF es una citocina que desempefa una funcion fundamental en los diferentes procesos de la reproduccion
humana. Aun se requiere realizar diversos estudios para esclarecer su funcion e importancia en dichos procesos.

Palabras clave: factor estimulante de colonias de granulocitos, desarrollo folicular humano, implantacion, desarrollo y division celular
embrionaria, reproduccion humana.

ABSTRACT

Introduction: Granulocyte colony-stimulating factor is a cytocine that stimulates differentiation of hematopoyetic stem cells. Recently
it has been observed that it is produced in follicular fluid and plays an important role in human follicular maturation, embryo develop-
ment, cleavage and implantation.

Objective: To make a review of literature to clarify the role and importance of G-CSF in human reproduction.

Material and methods: Using PubMed and MedlinePlus® we searched for published articles related to human embryology containing
in the title the phrase granulocyte colony-stimulating factor.

Conclusions: G-CSF seems to be a promising factor involved in reproduction, further studies are needed to clarify its role and importance.
Key words: granulocyte colony-stimulating factor, human follicular development, implantation, embryonic development and cell
division, human reproduction.

G-CSF Y HUMANOS

| factor estimulante de colonias de granuloci-
tos (G-CSF) es una citocina que estimula la
proliferacion y diferenciacion de las células
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hematopoyéticas, principalmente hacia la linea neutro-
filica.! Se encuentra codificado en el gen 17q11-22.2

La identificaciéon de G-CSF fue posible gracias al
cultivo de células progenitoras hematopoyéticas, que
fueron desarrolladas a mediados del decenio de 1960
por Metcalf, Sachs y colaboradores.? Estos sistemas in
vitro mostraron que la supervivencia, la proliferacion y
la diferenciacion de las células hematopoyéticas inmadu-
ras dependen de factores humorales, que se denominan
“factor estimulante de colonias” (CSF).

La capacidad de produccién de G-CSF es una carac-
teristica de una variedad de tipos de células después de
una estimulacién apropiada. Los monocitos/macréfagos
se encuentran entre las principales fuentes de G-CSF,
pero este factor también puede ser producido por célu-
las normales de origen mesodérmico, como las células
endoteliales vasculares, los fibroblastos y las células
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mesoteliales.” La producciéon de G-CSF puede ser in-
ducida in vitro en estas células por una amplia variedad
de agentes estimulantes, como LPS, TNF, IL-1, 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), GM-CSF, IL-3,
IL-4 e interferén vy.2

El G-CSF ejerce su efecto bioldgico a través de la
unién a su receptor. Nicholas Metcalf demostré en neu-
tréfilos maduros la existencia de receptores especificos,
saturables y de alta afinidad de G-CSF. El receptor para
el G-CSF es un heterodimero compuesto de una cadena o
(el ligando especifico) y de una cadena § comtin (fc). Las
vias de transduccion de sefales que se activan después de
esta unién ligando-receptor estdn en estudio; al parecer,
hay dos vias de sefializacién y cada una compromete
una region diferente de la cadena fc; una de ellas lleva
ala induccién de C-myc y a la replicacion del ADN. La
segunda via compromete la activacion de proteinas de la
familia Ras y proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAP cinasas).?

Se han obtenido de manera sintética dos formas
recombinantes: una glicosilada (lenograstim), que es
sintetizada en células de mamiferos, y otra no glicosi-
lada (filgrastim), sintetizada en Escherichia coli; esta
dltima tiene la misma actividad bioldgica que la natural
enddgena.’

En humanos se utiliza de manera segura desde 1991;
fue aprobado por la Administracién de Farmacos y
Alimentos (FDA)* como auxiliar en el tratamiento de
leucemia y en pacientes susceptibles de recibir quimio-
terapia por cualquier indole, como cdncer de mama y
cancer de colon.’ También se ha utilizado en pacientes
con infarto agudo de miocardio (con resultados favo-
recedores y excepcionales si se utiliza en el episodio
agudo),’ asi como en pacientes con choque séptico,! virus
de la inmunodeficiencia humana, pie diabético, fiebre
neutropénica y estados de inmunodepresion.’

G-CSF Y REPRODUCCION

En el ambito reproductivo, Zhao y col. publicaron
por primera vez en 1995 la existencia de G-CSF y su
receptor en tejido ovarico, determinada por reaccion
en cadena de la polimerasa en 65 mujeres, que fueron
sometidas a histerectomia o cistectomia.® En ese mis-
mo afio Giacomini y col. detectaron en el endometrio

humano, por medio de inmunoelectrotransferencia,
concentraciones de G-CSF de hasta 4,440 pg/mL, asi
como su sintesis.’

En 1999 Sjoblom y col. cultivaron sorpresivamente
embriones donados a investigacidn, valoraron el efecto
de G-CSF a 2 ng/mL en el medio de cultivo (desde el
dia 2 de desarrollo) y observaron una mejor progresion
embrionaria, que estadisticamente fue significativa,
tomando como escala de valoracién la clasificacién
embrionaria de Lucinda Veeck. De manera interesante
observaron una mejor capacidad de adherencia, asi como
capacidad de blastulacion en las membranas sintéticas
en el dia 5 de desarrollo."”

En 2001 Kawano y col. reportaron la cuantificacién
de G-CSF, obtenido de aspirado de liquido folicular de
pacientes en tratamiento de fertilizacion in vitro (FIV),
y su correlacién positiva con ovocitos maduros en es-
tadio de metafase I1."" Los ovocitos maduros contenian
concentraciones mayores o iguales a 100 pg/mL.

En 2002 Sjoblom y col. realizaron un reporte en el que
valoraron el mecanismo de accién de G-CSF en embrio-
nes donados y observaron que este factor de crecimiento
es el responsable de favorecer en el embrién la divisién
celular de los blastémeros, de inhibir la apoptosis ce-
lular y de disminuir el porcentaje de fragmentacion.'
Estas observaciones las llevaron a cabo al inhibir en los
embriones el receptor de G-CSF, con lo que pudieron
observar qué sucedia en el dmbito embrionario, al no
existir el efecto de G-CSF. En estos embriones, en los
que se bloqued el receptor, no se dividieron los blasto-
meros y se observo un alto indice de apoptosis.

En 2004 Kawano y col. reportaron un estudio en el
que utilizaron una linea celular inmortalizada de células
de la granulosa, las cuales fueron estimuladas con factor
de necrosis tumoral alfa e IL-1 alfa. Al inferir que la
ovulacién es un fenémeno inflamatorio y al estimularla
con estos factores se podrian mejorar las condiciones,
ya que se incrementaria localmente el reclutamiento de
macréfagos. Observaron un incremento significativo de
G-CSF al estimular con ambos factores dosis/tiempo
dependiente.!?

En ese mismo afio Salmassi y col. decidieron cuan-
tificar el factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF) en liquido folicular y en suero el dia de la
aplicacion de la gonadotropina coriénica humana en
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pacientes en tratamiento de FIV, asi como determinar la
existencia del receptor de G-CSF en células de la granu-
losa. La mediana de G-CSF en liquido folicular fue de
117.98 pg/mL y fue mayor en liquido folicular que en
suero, y como en estudios previos, lograron determinar
dicho receptor en células de la granulosa.'

Un afio después Salmassi y col. cuantificaron, en
suero y liquido folicular, el G-CSF y el estradiol de pa-
cientes sometidas a fertilizacién in vitro. En el grupo I
dividieron el andlisis de acuerdo con la respuesta ovular
(baja, media y alta respondedora) de 82 pacientes. En el
grupo II cuantificaron en suero el G-CSF de 23 pacientes
en su ciclo menstrual. En el grupo III el dia de la puncién
folicular cuantificaron en liquido folicular el G-CSF
de 11 pacientes con endometriosis moderada a severa.
De este estudio puede concluirse que la concentracion
en suero es menor que en liquido folicular. Durante la
fase ovulatoria del ciclo menstrual el G-CSF en suero
aumenta hasta valores maximos. También se observa
que el G-CSF en suero se correlaciona con la respuesta
ovular (baja, normal y alta respondedora). También se
correlaciona con las tasas de embarazo. En las pacientes
con endometriosis la concentracién de G-CSF es menor
que en las pacientes sin endometriosis; la concentracion
es casi igual en las bajas respondedoras. Se concluye
que el G-CSF se correlaciona directamente con la tasa
de embarazo y la capacidad de respuesta ovular a la
estimulacion.'

En noviembre de 2006 Papayannis y col. publicaron
en Buenos Aires, en Reproductive BioMedicine Online,
un estudio en el que se observa que el cultivo de embrio-
nes con G-CSF a 2 ng/mL puede favorecer a los medios
de vitrificacién y descongelacién ttil para lograr una
mejor expansion celular en blastocistos.'®

En 2008 Lédée y col. realizaron un estudio con la
intencion de encontrar un factor predictivo de calidad
embrionaria en el liquido folicular de cada ovocito. En
132 pacientes cuantificaron 28 citocinas, incluido el G-
CSF, y encontraron que por arriba de 20 pg/mL el G-CSF
en liquido folicular se correlaciona con embriones de
muy buena calidad, y fue el tnico en correlacionar con
la calidad embrionaria y su capacidad de implantacién."”

En ese mismo afio Asimakopoulos y col. realizaron
un estudio similar en 43 mujeres, en el que en el liquido
folicular de cada ovocito cuantificaron ocho citocinas,

estradiol y progesterona (sin incluir G-CSF) y no en-
contraron correlacién con la calidad embrionaria y el
embarazo.'®

En 2009 Scarpellini y col. publicaron un estudio
clinico con distribucién al azar, doble ciego, en el que
administraron (en aplicacién subcutdnea) G-CSF (fil-
grastim), a dosis de 1xg/kg/dia, en 68 mujeres menores
de 39 afios con diagndstico de pérdida gestacional
recurrente. Iniciaron el dia 6 posterior a la ovulacion,
y en los casos de embarazo continuaron durante nueve
semanas. La tasa de nacimiento en el grupo tratado con
G-CSF fue de 82.8% (29 de 35) y en el grupo placebo
fue de 48.5% (16 de 33). También cuantificaron semanal-
mente, durante el primer trimestre, las concentraciones
de gonadotropina coriénica humana en ambos grupos y
un control sano y observaron un aumento significativo
en el grupo tratado con G-CSF. No hubo mayor tasa
de malformaciones ni de complicaciones durante el
embarazo."”

En abril de 2010 Agerholm y col. publicaron en Re-
productive BioMedicine Online un estudio multicéntrico,
prospectivo, controlado con placebo y doble ciego, en
el que examinaron el efecto en la constitucién cromo-
somica al afadir en el cultivo embrionario G-CSF a
dosis de 2 ng/mL. El estudio lo realizaron en 86 ¢vulos
(donados por 73 mujeres) a los que se agregé el G-CSF
en el medio de cultivo; desde la fertilizacion hasta el dia
3 de crecimiento no encontraron diferencias estadistica-
mente significativas al analizar los cromosomas 13, 16,
18,21,22, X y Y por hibridacién in situ fluorescente.?

Otro articulo publicado al respecto es el que Salmassi
y col. 2 publicaron en el afio 2010, en el que, con base
en la concentracion de G-CSF en suero, cuantificaron
en 95 mujeres (agrupadas en bajas, moderadas y buenas
respondedoras) su respuesta a la estimulacion ovdrica
para FIV, y a su vez determinaron (a lo largo de las
distintas etapas del ciclo de FIV) las concentraciones
de G-CSF en pacientes embarazadas y no embarazadas.
Las pacientes con buena respuesta a la estimulacién re-
cibieron menores dosis de hormona foliculo-estimulante
recombinante; ademads, se obtuvieron mayores concen-
traciones de estradiol, mayor nimero de ovocitos y una
mayor tasa de embarazos (51.7%) en comparacién con
las de baja y moderada respuesta. La concentracion de
G-CSF fue mayor en las buenas respondedoras, lo que
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implica que esta citocina se asocia con los procesos de
foliculogénesis y ovulacion.

En las pacientes embarazadas y no embarazadas se
determind la cantidad de G-CSF los dias 3-5,6-8 y 9-11,
el dia de aplicacion de la gonadotropina coriénica humana
(dfa de disparo), el dia de captura ovular, el dia de trans-
ferencia y en las semanas 1, 2, 3 y 4 postransferencia.
El G-CSF aument6 gradualmente desde el inicio de la
estimulacién ovdrica hasta el dia de disparo y alcanzé
un pico, en embarazadas y no embarazadas, el dia de
la captura folicular; sin embargo, en las pacientes que
lograron embarazo hubo un aumento significativo desde
el dia de la transferencia, ya que alcanzaron un pico dos
semanas después (dia de confirmacién del embarazo), y
luego tuvieron un descenso gradual en las semanas 3 y 4
postransferencia en contraste con las que no se embaraza-
ron, ya que éstas no tuvieron cambios en la concentracion
de G-CSF a partir del dia de la transferencia.

Esta expresion caracteristica de G-CSF en las pa-
cientes embarazadas los dias posteriores a la captura
ovular, respecto a las no embarazadas, sugiere que el
G-CSF desempeiia una funcién importante en el proceso
de implantacién.

Ese mismo afo (2010), en una carta al editor de
Human Reproduction, Wiirfel y col. reportaron que
realizaron un estudio piloto en pacientes con fallo en
lograr implantacién en cinco intentos de FIV previos
y con ausencia de receptor KIR. La incidencia de esta
ausencia de receptor fue asombrosamente alta, ya que
fue de 78% en ese grupo de pacientes. Se realizé FIV-
ICSI en esas pacientes y se aplicaron (a partir de la
transferencia embrionaria) 13 millones de UI de G-CSF
en dias terciados (aparte del soporte acostumbrado en la
fase litea), con lo cual la tasa de embarazo bioquimico
fue de 78% y la de embarazo clinico fue de 38%.%

Con esta informacién concluimos nuestra revision
de la bibliografia médica: el G-CSF es indispensable
para el proceso de maduracién ovocitaria, para la fer-
tilizacion embrionaria y para su posterior desarrollo.
También desempefia una funcién fundamental en los
procesos de implantacion y de desarrollo inicial de la
vida embrionaria in utero. Los mecanismos exactos
se desconocen.

En el Cuadro 1 se resumen las publicaciones
existentes sobre G-CSF y su relacién con el dambito
reproductivo.

Cuadro 1. Resumen de las publicaciones sobre G-CSF y su relacion con el ambito reproductivo (Continda en la siguiente pagina)

Afio Autor Aportacion

Conclusién

Existe G-CSF en el tejido ovarico

4,400 pg/mL, cuantificacion normal de G-CSF en el
tejido endometrial

Mejor blastulaciéon y menor fragmentacion embrionaria

Mejores 6vulos, arriba de 100 pg/mL

No blastulan y los que blastulan lo hacen con indices de
fragmentacion muy altos; no se inhibe apoptosis celular

Las concentraciones de G-CSF aumentan de manera
lineal, en tiempo y dosis

Cuantificacion folicular de 117.98 pg/mL

1995 Zhao Uso de reaccion en cadena de la polimerasa en el
tejido ovarico para medir la existencia de G-CSF

1995  Giacomini Determinacion de G-CSF en el endometrio me-
diante inmunoelectrotransferencia

1999  Sjéblom Cultivo de embriones donados, en medio de
cultivo con G-CSF (2 ng/mL)

2001 Kawano Cuantificacion de G-CSF en el liquido folicular y
correlacion con madurez ovocitaria

2002  Sjoblom Embriones con ausencia de receptor de G-CSF

2004  Kawano Estimulaciéon de células de la granulosa, con
factor de necrosis tumoral alfa e IL-1 alfa

2004  Salmassi Cuantificacién de G-CSF, en liquido folicular y en
suero, el dia de la aplicacion de la gonadotropina
corionica humana (dia de disparo) en pacientes
en ciclo de FIV, asi como cuantificar la existencia
del receptor de G-CSF en células de la granulosa
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Cuadro 1. Resumen de las publicaciones sobre G-CSF y su relacion con el ambito reproductivo (Continuacion)

Afo

Autor

Aportacion

Conclusién

2005

2007

2008

2008

2010

2010

2010

2010

Salmassi

Papayannis

Ledée

Asimakopoulos

Agerholm

Salmassi

Salmassi

Wiirfel

Cuantificacion de G-CSF en suero y liquido
folicular durante un ciclo menstrual normal, asi
como ciclos de FIV estimulados y ciclos de FIV
con endometriosis

Uso de medios adicionados, con 2 ng/mL de G-
CSF, para desvitrificacion de blastocistos

Cuantificacion de 28 citocinas en liquido folicular,
como prediccion de embarazo

Cuantificacion de ocho citocinas en liquido
folicular, como prediccién de ovocitos de mejor
calidad; no se incluyé G-CSF

Estudio multicéntrico, prospectivo, controlado
con placebo y doble ciego en el que se exami-
no el efecto en la constitucion cromosémica al
afadir en el cultivo embrionario G-CSF a dosis
de 2 ng/mL

Con base en la concentracion de G-CSF en sue-
ro, cuantificacion en 95 mujeres (agrupadas en
bajas, moderadas y buenas respondedoras) de
su respuesta a la estimulacion ovarica para FIV

Alo largo de las distintas etapas del ciclo de FIV
determinacion de las concentraciones de G-CSF
en pacientes embarazadas y no embarazadas

Estudio piloto en pacientes con fallo en lograr
implantaciéon y con ausencia de receptor KIR.
Se aplicaron 13 millones de Ul de G-CSF como
soporte de la fase lutea

El G-CSF aumenta de manera gradual durante el ciclo
(hasta la ovulacion) y tiene una relacién inversa en re-
lacion con el grado de endometriosis

Mejora la expansioén de los blastomeros

Solo el G-CSF fue predictivo de que el ovocito podria
terminar en un embrién que produjera un embarazo

Ninguna correlacion con embarazo

No aumenta la cromosomopatia en embriones cultivados
con G-CSF

Las concentraciones de G-CSF se correlacionan con
la respuesta ovarica y predicen la probabilidad de
embarazo

En las embarazadas las concentraciones de G-CSF
aumentaron significativamente desde el dia de la trans-
ferencia y alcanzaron un pico dos semanas después

Embarazo bioquimico de 78% y embarazo clinico de 38%

G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; FIV: fertilizacion in vitro; Ul: unidades internacionales.

CONCLUSIONES

A nuestro parecer, el G-CSF es una citocina que des-
empena una parte en todo el proceso reproductivo, en
el desarrollo adecuado del foliculo, la ovulacion, la ma-
durez ovocitaria y el adecuado crecimiento y desarrollo
embrionario. Su funcion mas estudiada clinicamente ha
sido la implantacién y al parecer sus efectos benéficos
son prometedores.

Es importante no tomar esto como una recomendacién
para iniciar su uso clinico en todas las pacientes; es poco
probable que todas las pacientes tengan algin beneficio.
Como se muestra en el articulo de Wiirfel y col.,”” sus
resultados no fueron estadisticamente significativos sino

hasta que pudieron diferenciar a ese grupo de pacientes
con ausencia de receptores KIR en endometrio de otros
grupos con fallos repetidos.

Es sumamente importante desarrollar protocolos que
nos permitan esclarecer la funcién e importancia de
cada uno de los diferentes procesos de la reproduccion
humana, en los que esta citocina parece estar implicada.
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