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l RESUHNEN l

La produccién de células sanguineas se lleva a cabo en la médula &sea
modiante el proceso de hematopoyesis cuya regulacién estd coordinada por una
compleja red celular y molecular en la que participan elementos bésicos como son
las células madre hematopoyéticas, los factores estimuladores de colonias (CSF's)
y el microambiente hematopoyético. Aunque se han desarrollado gran cantidad de
egtudios acerca del papel que las células estromales juegan en el proceso
hematopoyético mediante la liberacién de glicoproteinas responsables del control
de la proliferacién y diferenciacién de células mieloides, poco se sabe acerca
de la influencia que las células hematopoyéticas pudieran tener en el sistema
estromal. En este estudio se presentan evidencias de la actividad proliferadora
que los CSF's ejercen sobre fibroblastos y células epiteliales.

Los resultados obtenidos demuestran que los medios condicionados por
células macrofdgicas residentes normales y transformadas, asi como el producido
por el carcinoma de vejiga humana 5637 ejercen un efecto mitogénico en
fibroblastos y células epiteliales, no obstante el producido por macréfagos
inducidos gélo estimula la proliferacién de epitelio.

Se demuestra también que los CSF's recombinantes ejercen una actividad
proliferante diferente sobre epitelios y fibroblastos, ya que resulta pogitiva
para GM~CSF y M-CSF en ambos tipos celulares, mientras que G-CSF s6lo lo es para
fibroblastos y el efecto ejercido por IL-3 fué moderadamente positivo Gnicamente
en fibroblastos.

Finalmente, se discute un posible mecanismo de regulacidén hematopoyética
en el cual, las células estromales ademds de proporcionar el soporte en el que
las células tallo se desarrollan y producir citocinas encargadas de regular la
produccién sanguinea, también son capaces de responder autécrinamente a estas
glicoproteinas, asegurando asi la produccién de novo de estos factores, asf{ como
un microambiente hematopoyético adecuado.
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I INTRODUCCION I

Las células sanguineas presentan como caracteristica importante un alto
grado de recambio celular. En el hombre adulto normal se producen entre 140 y 150
x 10° en promedio de células rojas y blancas por minuto respectivamente (1).
Estas células son producidas en la médula 6sea y provienen de la proliferacién
y maduracién de un grupo celular denominado tallo o pluripotencial, el cual tiene
las particularidades de autorenovacién y diferenciacién.

Los eventos de autorenovacién y proliferacién de granulocitos y macréfagos
son regulados por el contacto entre células del estroma de médula 6sea, células
madre hematopoyéticas y las citocinas denominadas factores estimulantes de
colonias (CSF's) por su capacidad de inducir la formacién de colonias en cultivos
in vitro de la médula Ssea (1}.

Estos factores son conocidos como Interleucina 3 (IL-J), Factor Estimulador
de Colonias de Granulocitos y Nacréfagos (GM-CSF), Factor Estimulador de Colonias
de Granulocitos (G-CSF), y Factor Estimulador de Colonias de Macréfagos (M-CSF).

De 1los cuatro factores, IL-3 tiene la propiedad de participar en la
produccién de otro tipo de células aparte de las mieloides como pueden ser
eosinéfilos, células cebadasg, células eritroides y megacariocitos., GH~TSF estd
comprometido a la generacién de granulocitos y macréfagos; mientras que G~CSF y
M-CSF lo estén para granulocitos y macréfagos respectivamente.

Recientemente se ha encontrado que la influencia de algunos CSF’s no se
restringe a células mieloides, sino que al parecer ejercen un efecto proliferante
sobre células estromales (2,3).

Asimismo, considerando que en el desarrollo de las células hematopoyéticas
el sistema estromal desempefia un papel fundamental al proporcionar el soporte en
el que las células .tallo se enlazan por medio de receptores especificos (4,5)
y debido a que los CSF’'s son secretados por este sistema (6), el presente trabajo
se enfoca a determinar si los CSF's ademds de cumplir con su funcién
hematopoyética de produccién de células del linaje mieloide también pueden estar
involucrados en funciones de tipo regulader en el tejido estromal.
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l MARCO TEORICO I

I. BL SISTEMA HEMATOPOYETICO

La mayoria de las células sanguineas maduras estdn destinadas a vivir sélo
pocas horas (granulocitosS) o semanas (eritrocitos) antes de ser capturadas y
destruidas (7).

Egto significa que en un dia alrededor de 103 células mieloides deben
producirse para reemplazar a las que mueren. Este proceso de generacién se conoce
como hematopoyesis (8) y se manifiesta primeramente en el saco vitelino alrededor
de la tercera o cuarta semana de gestacién (9), acompafiandose de una
diferenciacién de células mesobldsticas en células progenitoras hematopoyéticas
que dan origen a sintetizadores de hemoglobinas embrionarias denominados
eritroblastos primitivos.

Posteriormente, ya desarrollado el embrién (mitad del tercer mes de
gestacién), en el higado fetal se observa diferenciacién de células
mesenquimdticas en cdélulas progenitoras hematopoyéticas y migracidon celular
hematopoyética desde el saco vitelino hacia éste; la hematopoyesis hepitica
alcanza su nivel mdximo, alrededor del tercer mes de gestacién, permanece asi
hasta el séptimo mes en que gradualmente disminuye su nivel hasta el nacimiento.
Esta fase hepdtica se caracteriza por la generacién de todas Jas células
sanguineas, incluyendo eritrocitos (eritropoyesis}, leucocitos (leucopoyesis},
trombocitos (trombopoyesis) y puede intensificarse por contribuciones de médula
bsea y bazo; éste dltimo es mds activo en la produccién de linfocitos y su
periodo de actividad es del tercero al sexto mes de gestacién. La médula 6sea
comienza su actividad hematopoyética en el quinto mes de gestacién y alcanza su
mdximo nivel en el nacimiento, momento en que comienza a ser el sitio exclusivo
de produccién de células sanguineas durante la vida adulta.

En la médula ésea se reconocen células sanguineas en varias etapas de
desarrollo, asi como células mis primitivas actuando como precursores para los
distintos linajes celulares maduros. Todos estos precursores son derivados de una
célula comin denominada célula progenitora pluripotencial (10).

Las células progenitoras comprenden entre el 0.0] y 0.05% del total de la
poblacién celular de la médula y poseen dos caracteristicas que las distinguen
de otras células hematopoyéticas: su capacidad para proliferar y producir mas
células progenitoras (proceso denominado autorenovacién) y su potencial para
llevar a cabo la diferenciacién, generando al menos nueve tipos celulares maduros
altamente especializados entre los que se encuentran neutrdéfilos, eritrocitos,
eosginéfilos, baséfilos, plaquetas, monocitos/macré6fagon, osnteoclastos y
linfocitos T y B.

En este proceso las células progenitoras pluripotenciales originan mas
células restringidas al desarrollo, tales como las células formadoras de colonias
mixtas multipotentes (CFC-Mix) que pueden proliferar, diferenciarse y convertirse
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en células maduras de los varios linajes celulares mieloides, pero no en
linfocitos T' y B; o bien las células progenitoras tripotencialesg tales como las
células rformadoras de colonias granulocito-macréfagas (GM-CFC) quienes pueden
originar neutréfilos, macréfagos y osteoclastos; asf como una variedad de célulasg
progenitoras unipotenciales que pueden proliferar y convertirse en célulasg
maduras de un sélo linaje (Figura 1)(7). Esta restriccién progresiva en el
desarrollo potencial también asegura una gran amplificacién en el nimero celular.

Para propésitos prdcticos las células progenitoras son consideradas
inmortales (11) e importantes en el sistema hematopoyético por ser responsables
de la regeneracién hematopoyética, desvués de un transplante de médula 6sea o
ralgin dafio al sistema hematopoyético causado por radiacién accidental o
tratamiento con agentes quimioterapéuticos para enfermedades malignas (12). Si
las células progenitoras estuvieran ausentes se observaria una muerte ripida,
consecuencia de una pancitopénia, ademds, algin defecto en estos precursores en
el desarrollo de un linaje anormal conduciria a una variedad de sindromes linfo-
mielodisplédsicos.
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ESTRUCTURA DEL SISTEMA HEMATOPOYETICO

CELULAS PROGENITORAS mantienen Progenitores celulares proliferan y CELULAS  MADURAS
sus propios nameros y también --..-. »COMPromisn . .vououvnnann vdesarrol lan una imoortante poblacién...-....... »TIENEN TIEMPO DE
se diferencfon VIDA MED!A FINITO
A
AUTORENUEVAN
I [ 1V L pCFU-@ coeeeiaaie et +Eritrocito
.................... WH-CICeevveriannrann oo rKonocitos
+ Mocréfagos
[ 11 T ] 2+ g »Gramulocitos
neutréfilos
PEOS-CFS o m e e it »Eosindfilos
CELULAS RECONSTITUYENTES- ... - »CFU-S (in vivo)..-»CFC-Hix - -»Meg-CFC. . »Megacariocitos
DE- MEDULA HPP-CSFC (in  vitro) (Ploquetas)
®BASCFC et »Bas6filos

/célutas mast

»pre-linfocitos T... -.»Linfocitos T

ppre-linfocitos Beooeoenooinrinininaenas rLinfocitos B
COMPARTIMIENTO DE PROGERITORES COHPARTIMIENTO DE PROGENITORES CELULAS
CELULARES CELULARES COMPROMETIDOS HADURAS

FIGURA. 1 En el compartimicnto de progenitores cclulares se encuentron CFU-S (Unidad Formadora de Colonias del Bazo), HPP-CFC
(Células Formadoras de Colonins con Potencial Proliferador alto), y CFC-Mix (Células formadoras de Colonias Mixtas). Dentro de los
progenitores celulares comprometidos se encuentran las BFU-e (Unidad Formadora Eritroide}, CFU-e (Unidad Formadora de Colonias
Eritroides), GM-CFC (Células Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macréfagos), M-CFC (Células Formadoras de Colonias Macréfagas),
£0s-CFC (Cétulas Formadoras de Colonias de Eosindfilos), Meg-CFC (Células Formadoras de Colonias de Megacariocitos) y Bas-CFC (Células
formadoras de Colonias de Baséfilos (Tomado de T.H. DEXTER, C. M. HEYWORTH, 1990). Ref, ¥ 7



Org. Hematopoyética 6

IX. ORGANIZACION HEMATOPOYETICA

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MEDULA OSEA

La médula 6sea representa uno de los tejidos mds grandes y altamente
vascularizados e inervados en el organismo, Se localiza dentro de las cavidades
de los huesos (hueso cortical denso), donde aproximadamente 85% de la cavidad
es ocupada por la médula y el 15% restante por los huesos medulares (huesos
trabeculares) (13).

Estructuralmente la médula se divide en dos compartimientos, uno
extravascular que contiene elementos celulares del parénquima y es considerado
el sitio donde se lleva a cabo la hematopoyesis; el otro, un compartimiento
intravascular que consiste principalmente de vasos sanguineos de pared delgada
(senos venosos) (14) donde los elementos célulares presentes son células
estromales (fibroblastos, células reticulares, células endoteliales y
adipocitos).

La sangre arterial cruza a través de la médula 6sea por medio de una
arteria que penetra hacia la luz del hueso y por la via de la red capilar
periéstea que drena hacia el seno venoso central a través de un basamento
membranal fenestrado, cubierto en su lado interno por una capa de células
endoteliales y externamente por células reticulares (fibroblastoides) que
extienden su citoplasma en el espacio perivascular, creando una rejilla sobre la
cual células hematopoyéticas se encuentran en cordones o entremetidas en los
senos.

La médula O6sea esté& desprovista de vasos linfiticos pero es rica en
abastecimientos nerviosos. Estas fibras nerviosas acompafdan a los vasos
sanguineos y parecen responder a presiones intramedulares resultantes de la
proliferacién celular por transmisién de sefiales a las paredes de los vasos
sanguineos, los cuales a su vez pueden ajustar el flujo sanguineo y la liberacién
celular a la circulacién en funcién de la magnitud de la proliferacidén celular.

Funcionalmente la médula 6sea juega dos papeles preponderantes, como tejido
hematopoyético primario y como érgano reticuloendotelial principal. Asi, en el
proceso de produccién de células sanguineas la médula 6sea en adultos normales
diariamente fabrica be libera a la circulacibén aproximadamente 2.5 x 107 de
células rojas, 1 x 10”7 de granulocitos y 2.5 x 10’ de plaquetas por kilogramo de
peso corporal (15).

La funcién reticuloendotelial de la médula ésea involucra el procesamiento
de antigenos, reacciones celulares inmunes, sintesis de anticuerpos,
reconacimiento y eliminacién de células anormales o en senectud.

La eficiencia funcional de la médula 6sea disminuye conforme aumenta la
edad, es decir, un ipdividuo al nacer presenta todas las cavidades 6seas llenas
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de células hematopoyéticas (médula roja)}), pero al transcurrir la edad
gradualmente es desplazada por tejido adiposo (médula amarilla); ésto se lleva
a cabo principalmente en las cavidades de los huesos periféricos. En la
adolescencia la médula hematopoyética se encuentra unicamente en cavidades de los
huesos localizados centralmente, tales como el esternén, vértebras, costillas,
claviculas, escdpula, crédneo, pélvis y terminales proximales de fémur y himero.

A través de la vida sigue observidndose disminucién en la masa de médula
roja, en el volumen de huesos trabeculares y en el ntimero de elementos celulares
asociados a éstos (osteocitog, células endosteales y vasos paratrabeculares).

’ De lo anterior se establece que en la médula 6sea deben existir
proporciones normales tanto de células hematopoyéticas como células de tejido
adiposo (adipocitos), de no ser asf, se presentarian problemas tanto de
hipocelularidad como de hipercelularidad.
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IXI. MICROAMBIENTE HENATOPOYETICO (MH)

La hematopoyesis ocurre en sitios de la médula 6sea donde existe un
microambiente especial confinado a un tejido Intersticial (estroma) y delimitado
-por una trama de tejido vascular con abundantes elementos reticulares (16}.

Las células del estroma, los factores localns de crecimiento y regulacién
asi como diferentes componentes de matriz extracelular (ME) configuran el MH que
sirve de “nicho” a la célula madre hematopoyética, modulando su entrada al ciclo
celular desde Go y su diferenciacién.

Entre las células gque constituyen el estroma hematopoyético in vivo se
encuentran los fibroblastos, adipocitos, monocitos-macréfagos, células
reticulares (17), endoteliales, osteoblastos, osteoclastos y células mast (18).
La participacién de estos elementos estromales en la hematopoyesis no es clara,
gin embargo se ha propuesto gue los adipocitos intervienen en algunas etapas
tardias de la granulopoyesis y que los fibroblastos favorecen la maduracién de
progenitores tempranos de la eritropoyesis y granulopoyesis a través de
interacciones celulares o por la liberacién de factores de crecimiento (19).

Las células estromales de médula 6sea ademds de producir factores de
crecimiento, secretan componentes de la matriz extracelular (coldgena tipo I,
IIr, Iv y V), proteoglicanos, laminina y fibronectina; estos elementos
intervienen activamente en el proceso hematopoyético, ya que la célula madre
hematopoyética se aloja en un espacio preciso del MH.

El MH ha sido implicado en enfermedades hematolSgicas como anemias
aplédsicas y leucémia linfobldstica aguda (LLA), donde los fibroblastos leucémicos
presentan un nimero menor de receptores para glicocorticoides comparado con
células normales (20). También se ha observado que la tasa de sintesis de
triglicéridos no cambia, implicando que la generacién de adipocitos no se
efectie. Los componentes de matriz extracelular de médula 6sea leucémica se
encuentran alterados, observédndose una disminucién en la sintesis de fibronectina
por parte de los fibroblastos, consecuentemente en el espacio hematopoyético las
caracteristicas de adhesién celular se modifican.



Hem. Médula 6sea 9

Iv. HEMATOPOYESIS Y MEDULA OSEA

La médula 6sea estd& involucrada en la generacién de células maduras
accesorias que se encargan de la respuesta inmune no especifica (21,22), asi como
de la produccién de varios tipos de linfocitos T y B (23,24) asociados con la
‘dinémica del sistema inmune especifico. Las células accesorias incluyen aquellas
egpecializadas presentadoras de antigenos como son macréfagos (22), células
dendriticas (25), células intratimicas (26), células de Langerhans entre otras
(27,28); y las células efectoras asociadas con la defensa inmunolégica como los
neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos, monocitos (21,22), células cebadas (29,30)
y células NK (31,32). E1 funcionamiento de estos gsistemas celulares es controlado
por sustancias liberadas al medio por las mismas células. En particular es
importante hacer notar que los productos secretados por linfocitos, entre los que
se encuentran las citocinas y las inmunoglobulinas, pueden regular las
actividades de la mayoria de células de médula 6sea. Las citocinas derivadas de
los linfocitos T ademds de la regulacién antes mencionada cumplen con la
induccién a la proliferacién de células hematopoyéticas de la médula 6sea (33).
Aun cuando se conoce cada vez mds sobre cual tipo de c&lula fabrica y secreta que
tipo de citocina, el mecdnismo que controla su produccién ain permanece &in
esclarecerse.

Existen otros factores gue regulan la hematopoyesis y son liberados por
células extramedulares, como las formadoras del estroma, por ejemplo fibroblastos
y células endoteliales. Las células madre y las progenitoras en la médula 6sea
no sélo estédn sometidas al efecto de factores de regulacién secretados por las
propias células hematopoyéticas, sino tamhién por las células estromales que las
rodean. En realidad los islotes de proliferacion hematopoyética ocupan nichos que
contienen diversos tipos de células sanguineas, aparte de estar rodeadas por
células endoteliales y fibrobldsticas. El1 mecdnismo por el cual se lleva a cabo
la coordinacién de este proceso no es claro, pero basta con la ocupacidén de los
factores en tan sélo un 10% de los receptores celulares para gue el factor de
crecimiento ejerza su efecto.

La generacién de células de la sanyre repregenta el resultado integrado de
innumerables microambientes con redes de interaccién aleatoria entre lag células
del estroma y las células hematopoyéticas (34).

La produccién de células inmunolégicamente competenteg en la médula Sgea
representa un proceso importante para tratar de explicar los mecanismos de
defensa del organismo contra agentes extrafios. Es justamente en este érgano donde
se crean las células maduras que participan en los mecanismos de defensa del
sistema inmune no especifico, como los macréfagos y los granulocitos.

Estas células ademéds de participar en mecanismos de defensa no especifica
como son fagocitocis y secrecién de lisozimas, desempedan también un papel en el
gigtema inmune especifico al funcionar como células accesorias, presentadoras y
procesadoras de antigenos, asi como en la fabricacién de citocinas importantes
(Interleucina-1, IL-1). Finalmente mencionaré que es en la médula ésea donde se
generan los precursores de todos los linfocitos.
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Mucho de lo que se sabe acerca de la hematopoyesis, se ha aprendido a
partir de experimentos in vitro. Debido a que las células hematopoyéticas de la
médula 6sea pueden dispersarse en suspensiones de células individiduales por
medios mecdnicos gsimples, es posible estudiar el crecimiento y la diferenciacién
incluyendo la progenie de una s6la célula in vitro.
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V. BL CULTIVO in vitro DEL TEJIDO HEMATOPOYETICO

Por la facilidad para obtener sangre periférica, las células sanguineas han
sido ampliamente utilizadas en Hematologia Experimental. Mediante el desarrollo
del cultivo in vitro de los tejidos hematopoyético y linfoide, se ha logrado
tener un método ttil para determinar los mecanismos mediante los cuales las
células pueden intervenir en su propia histogénesis. Estos tejidos son cultivados
utilizando factores de crecimiento externos encargados de garantizar su
viabilidad y proliferacién. Las células hematopoyéticas necesitan de este tipo
de impulso mitético exb6geno, pues no conservan su capacidad de proliferar in
vitro en ausencia de factores de crecimiento como lo hacen fibroblasgtos y
células epiteliales. Gracias al desarrollo de estas técnicas, desde hace tres
décadas (35,36) se ha logrado un mejor entendimiento de los mecanigmos que
regulan la diferenciacién y proliferacién de células sanguineas normales.

Una de las ventajas que aporta esta técnica es permitir el estudio de tipos
celulares individuales y determinar sus caracteristicas fisiolégicas, asi como
las relaciones gque se establecen entre los diferentes tipos celulares, ya que de
esta manera eg posible conocer el papel regulador que unas células tienen sobre
otras.
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VI. REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

La mielopoyesis in vivo e in vitro es regulada por un sistema integrador
complejo de moléculas bioreguladoras y células que secretan y responden a estas
moléculas (37).

Se ha sugerido que la regulacién de la produccién de células sanguineas es
funcién dnica de moléculas estimulantes, de tal manera que la retroalimentacidn
de una respuesta proliferadora se debe esencialmente a una baja regulacién en el
raceptor de la molécula estimulante o a la desaparicién de la misma; también se
ha demostrado el papel que juegan las moléculas directa o indirectamente en
actividades supresivas, asi como su capacidad para desencadenar la liberacién de
moléculas supresoras; sugiriéndose con esto, que la fabricacién sanguinea
establece una interaccién entre estimulacién y supresién molecular. Sin embargo
se ha evidenciado que una molécula ptiede tener tanto capacidad supresora como
estimuladora a la vez, dependiendo de la concentracién en gue se encuentre y del
tipo celular con gque tenga contacto.

Asi la regulaciér proteica del proceso, en el cual seis tipos de células
sanguineas maduras (neutréfilos, macréfagos, eosinéfilos, eritrocitos,
megacariocitos y basdfilos) son continuamente producidas por progenitores
celulares de la médula 6sea, se clasifica en dos grupos: los estimuladores
(factores estimuladores de colonias, CSF’s) y los inhibidores hematopoyéticos
(38,39).

Dentro de los reguladores negativos de la hematopoyesis (40) se encuentran
las prostaglandinas, isoferritina acidica, lactoferrina, transferrina, los
interferonea y, B y a, asi coro los factores de necrosis tumoral (TNF's).

Las prostaglandinas representan una gran familia de compuestos
estructuralmente similares con funciones diferentes (41). Las del tipo E
particularmente la PGE-2 es producida por monocitos y macréfagos (42). En altas
concentraciones ellas pueden suprimir la formacién in vitro de colonias de
granulocitos, granulocito-macrdfagos y progenitores macrofdgicos, pero en
concentraciones mds fisiolégicas sus efectos supresores son mds selectivos para
el linaje monocito-macréfago (43).

Lag ferritinas son proteinas enlazadas a metales con 34 subunidades, las
cuales existen como Isotipos de proporciones variables de subunidades pesadas y
ligeras, cuyos pesos moleculares son de aproximadamente 21 y 19 kD
respectivamente.

Las igoferritinas acidicas (AIF) estdn compuestas en gran proporcién de
subunidades de pesadas a ligeras; las isoferritinag bdsicas se componen de una
gran proporcién de subunidades de ligeras a pesadas (44). AIF suprime la
formacidén de colonias in vitro de progenitores mieloides (CFU-gm, CFU~e, CFU-
gemm) de donadores normales (45), pero no de pacientes o ratones con leucemia
(46).

Las lactoferrinas (LF) son glicoproteinas unidas a metales, sintetizadas
por neutréfilos inmaduros (47) y se localizan en granulos secundarios de estas
células (48).



Regulacién Hem. 13

Monocitos y macréfagos presentan receptores especificos para LF quien a su
vez, interviene en la regulacién de la mielopoyesis mediada por estos tipos
celulares (49), causando la disminucién de la tasa de produccién/liberacién de
GM-CSF de monocitos/macr6fagos y de otras citocinas (IL-1), también esta
disminucién causa efectos sobre la activacién de otras células como linfocitos
T, fibroblastos y células endoteliales (50).

LF administrada exégenamente muestra efecto mielosupresor en ratones como
resultado de una disminucién de las CFU-gm, BFU-e y CFU-gemm del bazo y médula
6sea (51).

Los efector sgupresores de LF in vivo pueden ser contrarrestados por la
administracidén de citocinas purificadas como IL-3, GM-CSF o CSF-1 (52).

Las transferrinas (TF) son glicoproteinas unidas a metales (53), que
administradas a ratones in vivo ejercen actividad supresora en la hematopoyesis
(51). TF intensifica la liberacién de GH~CSF de poblaciones celulares adherentes
de médula é6sea humana y de células sanguineas in vitro (54).

Los interferones (INF’s) son una familia de glicoproteinas inducibles,
producidas por células en respuesta a una infeccibén causada por virus u otros
estimulos.

Los INF’s inicialmente se definieron por su actividad antivirica y
posteriormente por susg efectos antiproliferadores., In vitro inhiben la formacién
de colonias de células progenitoras hematopoyéticas humanas y de ratén.

In vivo tanto el interferén a como y pueden sinergizar para suprimir la
formacién de colonias de CFU-gemm, BFU-e y CFU-gm (55). Ademds INF y puede
inducir la liberacién de factores estimuladores de colonias de células
monociticas (56) y linfocitos T (57); suprimir la liberacién de prostaglandinas
(E2) e inducir la sintesis de IL-1 en monocitos.

Los INF’s a y B inhiben la endocitocis mediada por el receptor del CSF-1
en macréfagos peritoneales de ratén (58),.

Los INF'g han sido utilizados para entender el por gqué una molécula puede
tener mds de una accién responsable, por ejemplo, INF’g en bajas concentraciones
provocan la liberacidén de factores de crecimiento, estimulan los antigenos clase
II del complejo mayor de histocompatibildad y estimulan la respuesta celular a
factores necesarios para inhibir la proliferacién de células progenitoras (59).

El factor de necrosis tumoral (TNF) fué encontrado por primera vez en el
suero de ratones inyectados con bacilos Calmette Guérin (59), y parece ser
producido por células NK y macréfagos (60, 61). Es causante de necrosis y
regresidén de algunos tumores en ratones y tiene efecto estimulante sobre algunas
lineas celulares tumorales (62).

INF a inhibe la formacidén de colonias de CFU-gemm (60) y sinergiza con INF
Y, dinhibiendo la formacidén de progenitores hematopoyéticos in vitro, este
sinergismo se relaciona con el hecho de que INF y induce o aumenta los receptores
celulares para TNF (63).
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VII. LOS FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS (CSF’'8s)

Actualmente se considera que el control de la proliferacién, sobrevivencia
y diferenciacién de células hematopoyéticas reside en un grupo de factores de
crecimiento, denominados Factores Estimuladores de Colonias (CSF’'s) (64) (Fig.
1). :

El estudio de estos factores se inicia de manera independiente en la década
de los 60’'s con investigaciones del grupo Israeli de Sachs (35) y otro
Australiano de Metcalf (36). Ambos crearon dosg escuelas de pensamiento referentes
a la forma en que normalmente se regula la proliferacién y diferenciacién de lasg
células sanguineas en el organismo.

Una escuela propone que los factores estimuladores se dividen en dos
familias. En la primera se incluyen factores encargados exclusivamente de la
proliferacién celular de progenitores del linaje macréfago-granulocito; en la
otra familia estdn exclusivamente factores responsables de la diferenciacién
hacia células mielo-monociticas. A los factores proliferantes se les denomina
inductor de macréfagos y granulocitos 1 (MGI-1) y a los diferenciadores MGI-2.
Se propone que MGI-1 induce a su célula blanco a proliferar y producir MGI-2, el
cual se encargari de la diferenciacién de dicha célula (65,66,67).

La escuela Australiana considera la existencia de 4 diferentes factores de
crecimiento llamados estimuladores de colonias, que actudan en diferentes estadios
del desarrollo mielopoyético. Asi se tiene a Interleucina 3 (IL-3) o factor
estimulador de colonias multipotencial, actuando en estadios iniciales del
desarrollo; otro es el Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y
Nacréfagoa (GM-CSF) el cual promueve la proliferacién de colonias de estos tipos
celulares y finalmente dos factores terminales G-CSF y M-~CSF, dependiendo 4i se
originan granulocitos o macréfagos.

Estos inductores y la Eritropoyetina (Bpo) son los principales reguladores
de la formacién y funcién de granulocitos, macréfagos y eritrocitos (68).
Recientemente se ha descubierto otro factor, conocido como SCF (Factor de células
progenitoras} o factor de crecimiento de celulas mast, que es ligando para el
receptor c-kit y actia principalmente sobre células progenitoras mieloides (69).

Los CSF's estdn presentes en el suero sanguineo y pueden ser obtenidos de
medios condicionados provenientes de varios tipos celulares proliferando in vitro
(70). Son glicoproteinas monoméricas cuyos pesos moleculares oscilan entre los
20 y 70 kpD, dependiendo de las células que los producen y su grado de
glicosilacién (71,72). M~CSF es la iunica molécula dimérica de aproximadamente
14.5 kD (Tabla 1}.

Los factores de crecimiento hematopoyético inicialmente se describen por
su capacidad para estimular predominantemente células progenitoras inmaduras y
modular la activacién, funcién y sobrevivencia de células sanguineas maduras del
linaje mielomonocitico. Sin embargoe, en los dltimos afios se ha evaluado su
actividad biolégica bajo diversas condiciones, presentando un espectro de accibn
mis amplio (73,74), entre las que destacan su capacidad para incidir en otros
tipos celulares como las células T, macréfagos, fibroblastos y células
endoteliales a producir citocinas secundarias en respuesta a un estimulo
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TABLA 1. PESOS MOLECULARES DE DISTIHTOS CSF's EN VARIAS FUENTES

COMPONENTE PESO KOLECULAR
(Dattones)

ORINA HUMANA . 45,000

PULMON DE RATON. 23,000

FIBROBLASTO DE RATON.

CELULAS - L. 70,000
RINON  DE  RATON. 80,000
MEDULA OSEA DE RATON. 73,000
SUERO DE RATON ESTI-

MULADO CON ENDOTOXINA. 42,000 - 28,000
PLACENTA HUMANA . © 23,000
MACROFAGOS PERITONEALES. 41,000
LEUCOCITOS DE RATOM

ESTIMULADOS CON

MITOGENOS. 23,000
MUSCULO DE RATON. 23,000
HUESO DE o 23,000
GLANDULA SALIVAL

DE RATON, 23,000
CEREBRO  DE RATOM. 23,000
TIMO DE 23,000
BAZO 2E " 23,000
CORAZON  DE " 23,000

[ Tomada de Metcalf D, 19811. Ref. W 70
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inflamatorio o antigénico. Asi mismo tanto G-CSF como GM-CSF inducen la
migracién y proliferacién de células endoteliales humanas (75,76), e IL-3, GM~CSF
Y G-CSF promueven la formacién de colonias en lineas celulares malignas (77).

Los efectos de estos factores sobre el compartimiento hematopoyético se
realizan mediante su unién a receptores especificos localirados en la membrana
celular de las células blanco (78,79); asi para células del linaje mieloide se
encuentran alrededor de 500 a 50 000 receptores por célula (Tabla 2)(80), esta
unién conduce a una rdpida internalizacién y degradacién (81), desencadenando una
serie de respuestas celulares que contribuyen a mantener la viabilidad celular
Y su progresién a través del ciclo celular.

Los mecanismos moleculares involucrados al efectuarse el acoplamiento entre
células hematopoyéticas y los CSF's no se conocen con precisién. Se ha sugerido
por ejemplo, que IL-3 mantiene elevadas concentraciones de ATP por su efecto
sobre la glicbélisis (82).

Se ha observado la translocacién de la proteina cinasa C (PKC) del citosol
a la membrana celular, al estimular con IL~3 el crecimiento celular dependiente
de este factor (83). Sin embargo el mecanismo de activacién de la PKC no se lleva
a cabo via hidrélisis del fosfatidil inositol 4,5-bifosfato; por lo que se
postula que el diacilglicerol puede ser generado por catabelismo de fosfatidil
colina (64).

En células activadas con IL-3 ge ha reportado la fosforilacién de treoninas
en proteinas de 68, 33 y 20 kD (85); una fosforilacién de serinas de una proteina
de 68 kD ha sido detectada seguida del tratamiento con IL-3 o GM-CSF (86).
También IL—-3 promueve la fosforilacién de serina en una proteina de membrana
nuclear de 100 kb (87).

La fosforilacidn de proteinas se considera como un mecanismo de regulacién
del crecimiento, sobrevivencia y progreso a través del ciclo celular de
progenitores celulares mieloides, en respuesta a factores de crecimiento con
receptores de la familia tirosina-cinasas (RTK}) (88, 89).

S« ha sugerido que una seial molecular comin asociada a proliferacién
celular dada por los CSF's, es la activacién del sistema antiporte Na+/H+ que
conduce a un incremento del pH intracelular y subsecuentemente a la sintesis de
DNA (90).
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TABLA 2.  CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
HEMATOPOYETICOS
PROMEDIO DEL KD (pH)
NUMERD ~ DE  -=+s=-se=ecemesenennne
RECEPTORES ALTA BAJA REGULADO A LOCALIZACION
POR  CELULA  AFINIDAD  AFINIDAD LA BAJA POR  CROMOSOMICA
N-CSF 50 - 1000 20 - 100 700 - 1200  IL-3, GM-CSF, REGION  X-Y
TPA, FMLP  PSEUDOAUTOSOMICA
-3 10 - 3000 50 - 200 600 - 1000  IL-3  -e-e-eee
G-CSF 300 - 2000 100 - 500 ----- 1L-3, GH-CSF,  ==-=c---
FHLP,  TPA,
LPS
EPO 13 - 4000 40 - 130 290 - 700  *IL-3, *EPO,  19P
CSF-1 4600 -
50000 40 - *400 ----- *1L-3, *GM-CSF, 5Q33.1
*CSF-1,  *TPA,
*LP§
CKIT  =eeoe eeeneeee e 4q11.21
4031.34

FuLP

™A =
1Ps =

DATOS RELACIONADOS CON CELULAS DE RATON.
12-0-TETRADECANOIL-FORBOL-13 ACETATO.

f MET-LEU-FENIL
L1POPOLISACARIDO
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VIII. RECEPTORES PARA LOS FACTORES DE CRECIMIENTO HEMATOPOYETICO

A partir del desarrollo de técnicas de clonacién molecular, y de las
semejanzas observadas en sus dominios de enlace y la via que conduce a la
fosforilacién proteica, los receptores para CSF’s se agrupan en dos familiasg. La
primera denominada superfamilia de los factores de crecimiento hematopoyético
(HRS) (91,92) y la segunda, de los receptores tirosina-cinasa (93)(Fig. 2)}.

Dentro de la familia HRS se incluye a las citocinas 2 (cadena B),3,4,6 y
7, GM-CSF, G~CSF, Eritropoyetina (Epo), asi como a los receptores para la hormona
de crecimiento (GRH) y prolactina (PRL) (94). Las caracteristicas principales que
comparten los miembros de esta superfamilia son: baja expresién, presencia de
subunidades miltiples y la existencia de proteinas de enlace de alta y baja
afinidad, asi como una homologia en la regién extracelular amino terminal, la
cual tiene una extensién aproximada de 210 aminodcidos (aa), caracterizéndose dos
pares de cisteinas, algunos triptéfanos y la secuencia Ser-Try-X-Ser-Try (siendo
X un aa no conservado) en la porcién C-terminal (95,96,97). El dominio
intracelular varia en tamaifo, presentdndose desde los muy cortos como en GM-CSF
(5¢ aa) hasta los muy largos en IL—-4 (568 aa) (98) (Figura 2). A excepcién del
receptor para G-CSF (G-CSF-R) (99), los dominios citopldsmicos de la HRS no
contienen sitios potenciales de fosforilacién para las PKC, considerandose que
los segmentos intracelulares no tienen funcién catalitica y sélo sirvan como
superficies de contacto para enzimas celulares o moléculas mensajeras que
amplifiquen o redirijan la seflal del enlace.

I’a sido det~rminada la localizacién génica para algunos de los receptores
pertenecientes a esta superfamilia, asi como para la mayorfia de los CSF's y
ciertas interleucinas (100,101). cabe destacar que la mayorfia de los CSF’s, a
excepcién del G~CSF que se encuentra en el cromosoma 17, se localizan en el
cromosoma 5 junto con los genes para I1L-4, IL-5, SCF, receptor para el M-CSF y
PDGF (102,103).

GM-CSF presenta receptores de alta y baja afinidad, atn cuando su expresién
depende del tipo celular, por ejemplo en granulocitos y monocitos humanos, el
factor se une al receptor de baja afinidad (104,105), mientras que en lineas no
hematopoyéticas se puede unir a ambos tipos (106). Los mecanismos por los cuales
se da la expresibén diferencial en estos receptores no se conocen, ain cuando se
ha determinado que ambas formas son funcionales (107).

El receptor para GH-CSF es un polipéptido de 400 aa, con dominio
transmembranal de 27 aa, doninio extracelular glicosilado y una porcién
intracitopldsmica de 54 aa (Fig 2). Su peso molecular oscila entre 45 y 80 kD,
dependiendo del numerc de carbohidratos unidos a los sitios de N—glzcosxlacién
en el dominio extracelular.

La internalizacién del complejo ligando receptor, modula la respuesta de
las células blanco al GM—-CSF (108), este mecanismo asegura que las células sge
mantengan refractarias a la reestimulacién por el ligando, hasta que nuevos
enlaces protefcos se resinteticen y reexpresen sobre la superficie celular. La
reexpresién del receptor seguida de una baja regulacién, se lleva a cabo
répidamente a través del reciclaje o nueva sintesis del receptor (109).
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RECEPTORES PARA LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
HEMATOPOYETICO (CSF's)

Rs-G-CSF

R-GM-CSF neot ot

CADENA nETA
LIS

CADENA ALFA
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FIG. 2 RECEPTORES QUE PERTENECER A LA SUPERFAMILIA DE RECEPTORES [HRS], DOS PATROMES DISTINTOS ENLACE
ESTAN COHTENIDOS EN EL DOMIMIO DE ENLACE EXTRACELULAR, UN CONJUNTO AMINO TERMINAL DE CUATRO
CISTEINAS [QVALOS PEQUEROS VACIOS) Y UH PATROH YUXTAPUESTO DE MEHBRANA DE TRP-SER-X-TRP-SER
[OVALOS GRANDES], ESTOS PATRONES SOW DUPLICADOS EM EL CASO DE R-1L-3, Y DE LA CADENA B DEL R-GN-
CSF. TANTO EL RECEPTOR TIPO I Y Il DE G-CSF CONTIEHEN UNA REGION AMINO TERHINAL QUE PERTENECE
A LA SUPERFAMILIA Ig [SEMICIRCULOS] Y TRES VECES REPETIDO EL MODULO DEL TIPO I11 DE FIBRONECTIMNA
EN LA REGION DE YUXTANEMBRA:A [OVALOS COM RAYAS VERTICALES], LOS DOMINIOS CITOPLASHICOS DIFIEREN
GRANDEMERTE EN LONGITUD; R-Epo, R-IL-3 Y LA CADENA B DE R-GM-CSF TIENEN UN ALTO PORCENTAJE DE
SERINA Y RESIDUOS DE PROLINA [OVALOS GRARDES VACIOSI. LA CADEMA g DEL R-GM-CSF TIENE UNA COLA
CITOPLASMICA CORTA. LOS TIPOS | Y Il DE R-G-CSF SOLO DIFIEREH EN LA LONGITUD DE SUS REGIOHES
CITOPLASHICAS. B) LOS RECEPTORES PERTENENCIENTES A LA SUBCLASE IIT DE LA FAMILIA DE LAS RTK,
TANTO EL R-CSF Y c-kit TIENE CINCO JNMUNOGLOBULINAS REPETIDAS [SEMICIRCULOS] ER EL DOMINIG
EXTRACELULAR, EL DOMIHIO CITOPLASHICOS DE LOS DOS RECEPTORES CONTIENE UN DOMINIO TIROSINA-CINASA
(AREAS CUADRADAS KEGRAS) INTERRUMPIDO POR SECUENCIAS DE INSERCION HIDROFILICAS DE OIFERENTE
LONGITUD .,
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Aungue GN-CSF ejerce sus efectos sobre células en diversos estadios de
diferenciacién, se observa que el ligando generalmente se une al receptor de alta
afinidad y que los mecanismos de transduccién de sefiales van a ser distintos,
dependiendo de como GM-CSF actie sobre las células blanco, por ejemplo, en
células HL-60 donde funciona como diferenciador se induce la activacién del
fosfatidil inositol y la translocacién de la PKC (110). $in embargo cuando ejerce
actividad mitogénica, por ejemplo en la linea celular M-07e, estimula un
incremento en el pH intracelular consecuencia de un antiporte Na+/H+ (111} y la
induccién de fosforilacidn de tirosinas (112).

IL~3 se une a receptores de alta y baja afinidad, con pocas excepciones en
células humanas se expresa el receptor de alta afinidad (113,114,115).

El receptor de baja afinidad para IL-3 de ratén, es una proteina
transmembranal, de dominio extracelular y citopldsmico con 417, 26 y 416 aa
respectivamente r116).

El receptor para IL—-3 comparte con los receptores para Epo., IL-4 y la
cadena f3 del receptor para IL-2, un dominio intracelular rico en gerinas y
prolinas, lo cual sugiere una via de sefializacién de trasduccién comun (117).

Los eventos intracelulares desencadenados por la activacidén del receptor
para IL~3 no se conocen con exactitud, se observa sin embargo una induccién de
la actividad tirosinas cinasas (118). Ademés, tanto en lineas humanas y de ratén
dependientes de IL~3 s8e presenta un aumento en la actividad ornitinec
descarboxilasa (0ODC), misma que es precedida por la alcalinizacién del citoplésma
via la activacién del gistema de intercambio Na+/H+ (119).

De lo anterior se ceduce que las seiales de transduccién que se efectian
al activarse los receptores para GH~CSF e IL~3 en células humanas son las mismas,
8in embargo estn no es concluyente, requiriendose digsefar estudios sobre células
que poséan un sélo tipo de receptor.

Las células del sistema hematopoyético presentan receptores para mds de un
CSF, permitiendo que mds de un factor pueda actuar simultdneamente sobre la
respuesta celular. Esta forma de accién puede ser aditiva o competitiva y se ha
observado que tanto en el sistema humano como de ratén, GM-CSF e IL-3 ejercen
efectos paralelos sobre progenitores hematopoyéticogs de médula 6sea (120). La
expresién de uno o ambos receptores depende del estado de maduracién de las
células hematopoyéticas y la via de diferenciacién de éstas; una caracteristica
de los sistemas humanos es que, cuando ambos receptores estdn coexpresados, se
presenta una reactividad cruzada, esta coexpresién por parte de los receptores
de alta afinidad ha sido observada en monocitos, eosinéfilos, bas6filos, y
células de leucemia mielobldstica aguda (AML) (113,121,122).

Para que se realice una Inhibicién reciproca en los receptores para IL—3
Y GM-CSF, es necesario que ambos receptores se presenten en la superficie
celular, lo que hace pensar que cuando estan coexpresados, también fisicamente
estdn asociados, asi cuando GN-CSF se une al receptor, le transmite informacién
al receptor de IL~3 para gue no responda a IL-3 y viceversa (123).

Se ha propuesto alternativamente que tanto GN-CSF e IL-3 se asocian a un
complejo receptor que consta de dos distintos dominios de enlace de baja afinidad
para ambosg ligandos y de una estructura comin que les confiere alta afinidad y
reactividad cruzada.
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G~CSF muestra tres receptores distintos, los tipos I y II pose~a secyencias
transmembranales y extracelulares idénticas, difiriendo sélo en la longitud de
sus regiones citopldsmicas, siendo mds larga para el tipo I; el tercer receptor
carece del dominio transmembranal y consecuentemente tiene alteraciones en el
sistema de transduccién (124).

El dominio intracelular idéntico para los receptores I y II consiste de 96
aa residuales, variando 86lo en la longitud de sus secuencias carboxilo terminal
en ambos receptores, se considera que el m&s pequefio funciona en el transporte
del ligando, mientras que la forma mayor interviere en los mecanismos de sefal
de transduccién.

El dominio extracelular consta de tres regiones, una amino terminal
perteneciente a la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig) (125); un residuo de la
regién definida por HRS el cual contiene el sitio de enlace-ligando para el
receptor G-CSF y un residuo repetido 3 veces similar al dominio tipo III de
fibronectina (126), esta regién le confiere al receptor funciones de adhesién y
reconocimiento celular.

Dentro de la familia de receptores tirosina-cinasa subclase III se
encuentran los receptores para M-CSF, PDGF y el ligando del receptor c-kit
conocido como factor celular progenitor (SCF). Estos receptcres presentan un gran
dominio extracelular enlace-ligando glicosilado, una regién hidrofébica simple
de transmembrana y un dominio citopldsmico que contiene una secuencia catalitica
de tirosinas, este ultimo se encuentra altamente conservado en todos los
receptores tirosina-cinasa, asi como la secuencia GlyXGlyXXGLyXLys (15-20), misma
que representa parte del sitio de unién para el ATP (127,128).

Esta familia de receptores se ha subdividido en cuatro subclases en funcidn
de sus caracteristicas estructurales y similitud de secuencia (129). Asi para la
subclase I se tiene la presencia de dos secuencias repetidas ricas en cisteinas
en el dominio extracelular, un ejemplo lo es el factor de crecimiento epidérmico;
la subclase II se caracteriza por presentar una estructura heterodimérica unida
a un puente disulfuro (como el receptor de insulina); la subclase III y IV
(factor de crecimiento de fibroblastos) muestran repeticiones similares a
inmunoglobulinas en sus dominios extracelulares. Los receptores de la subclase
III son codificados por oncogenes celulares conocidos.

La familia de receptores tirosina cinasa, presentan mecanismos de activacién
similares, donde la unién de receptor a su ligando conduce a una alteracidn
conformacional en el dominio extracelular del receptor y en consecuencia a una
oligomerizacién del mismo (130) y activacién de cinasas (131) que catalizan la
fosforilacién de residuos de tirosina y de sustratos intracelulares.

Los monocitos-macréfagos y sus precursores comprometidos de la médula
6sea, expresan sélo una clase de receptores de alta afinidad R-CSF-1 codificado
por el proto-oncogene c-fms. El receptor humano, es una glicoproteina
transmembranal de 972 aa (132) con un segmento extracelular amino términal de 512
aa donde se encuentra el dominio enlace ligando; ademds una regidén hidrofébica
de 25 aa distribuida en la membrana y un dominio intracelular de 435 aa donde se
localizan todas las secuencias para la activacién de tirosinas cinasas.

Esta glicoproteina en ausencia de ligando es relativamente estable, con una
vida media de 3 a 4 horas (133). Sin embargo, una vez formado el complejo
ligando-receptor se lleva a cabo una rdpida internalizacién y degradacién en los
lisosomas. La tasa de renovacién del receptor puede acelerarse por medio
de ésteres de forbol y lipopolisacdridos, mismos que activan a las proteinas
cinasas (134).
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Se ha observado que existe para los factores de crecimiento hematopoyético
una transmodulacidén en gus receptores, es decir, una jerarquizacién en la
modulacién de éstos, que se lleva a cabo al unirse los factores a sus receptores
espec{ficos en el orden siguiente: IL-3 modula a todos los receptores, GH-CSF a
los receptores para G-CSF y N~CSF, M~CSF al receptor para GM~CSF y finalmente G-
CSF al receptor para N-CSF (135).
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IX. EFECTOS DE LOS FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS SOBRE CELULAS
MIELOIDES

La importancia bioldgica de los factores estimuladores de colonias en el
control de la proliferacién y diferenciacién de células sanguineas del linaje
mieloide ha sido demostrada tanto in vivo como in vitro. Al efectuar cultivos de
células de médula 6sea desprovistos de estos factores, se observa un decremento
en los niveles de ATP intracelular (136,137) seguido de muerte celular. La
aplicacién exdégena de estas glicoproteinas in vivo incrementa el nimero de
leucocitos, observidndose una relacién dosis-dependiente tanto para GH-CSF y G-CSF
(138,139). Los CS5F’'s favorecen diversas funciones biolégicas en células
hematopoyéticas, principalmente del linaje granulocito-macréfago, entre las que
destacan actividades bactericida, citotéxica y antitumérica (120,140).

IL~3 es producida por los linfocitos T CD4+ activados y es capaz de formar
colonias multilineales de células derivadas de médula 6sea provenientes de una
s6la célula, las cuales contienen eritrocitos, granulocitos, monocitos y
megacariocitos en distintos niveles de diferenciacidén (141)(Tabla 3).

Esta citocina en bajas concentraciones puede estimular la proliferacién y
diferenciacién en células del linaje granulocito-macréfago y en alta dosis
favorece el crecimiento de progenitores de eosinéfilos, megacariocitos baséfilos
y células mast (142,143). También posee la capacidad para estimular a células
precursoras pluripotentes como la CFU-S y CFU-mix, asi como ayudar al crecimiento
de células leucémicas de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) (144,145).
Las actividades biolégicas de IL-3 observadas in vitro no se correlacionan in
vivo, ya que en pacientes con LMA tratados con IL-3 recombinante humana sélo se
detecta un incremento celular de la serie granulocito-macréfago sin afectar a
otros progenitores mieloides (146).

IL-3 ejerce sus efectos en la fase Gl del ciclo celular (147) induciendo
cambios morfoldgicos como aumento en tamaiio, dispersién y vacuolizacidén en
células derivadas de médula ésea y macréfagos peritoneales (148).

GN-CSF es una glicoproteina de 144 aa que incluye 17 residuos para la
secuencia de sefal; este factor es producido por linfocitos T activados,
fibroblastos, macré6fagos, células epiteliales; y células estromales y
endoteliales estimuladas por IL-1 (149},

GH-CSF in vitro estimula neutréfilos, macrofagos, y eosindfilos (150) e
interactia con progenitores tempranos, apoya la proliferacién de progenitores
eritroides en presencia de IXIL-3 y Epo (151-152). El espectro de actividades
biélogicas ejercidas por este factor estd en funcién de su concentracién, ya que
en bajas dosis ayuda principalmente al desarrollo de colonias de tipo
macrofégico} y al aumentarse en 10 veces ésta, se desarrollan colonias de
granulocitos (153). Si la concentracidén se eleva en un rango atin mayor se
favorecerd el crecimiento de progenitores eritroides, baséfilos, células mast,
y megacariocitosg, Se considera al GM-CSF como un factor clonogénico para células
de LMA (154).
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TABLA 3.  CARACTERISTICAS DE  INTERLEUCINA II}
(IL-3)

HOMENCLATURA
FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS MULTIPOTENCIAL; FACTOR ESTIMULANTE DE CELULAS PERSISTENTES (P); FACTOR
DE CRECIMIENTO DE CELULAS MAST; ACTIVIDAD PROMOTORA DE ESTALLAMIENTO; ACTIVIDAD ESTIMULANTE TIROSINA
1; ACTIVIDAD - ESTIMULANTE OE CELULAS QUE PRODUCEN HISTAMINA; FACTOR DE CRECIMIENTO CELULAR
HEMATOPOYETICO; FACTOR DE CRECIMIENTO HEMATOPOYETICO MULTILINAJE; ACTIVIDAD ESTIMULANTE DE CFU's;
FACTOR ACTIVANTE DE CELULAS PROGENITORAS; HEMATOPOYETINA 2; ACTIVIDAD SINERGISTICA; CSF-2a y -28.

FUENTES
LINFOCITOS T ACTIVADOS; CELULAS MAST ACTIVADAS POR CRUZAMIENTO CON MOLECULAS IQE UNIDAS A RECEPTORES
1gE-Fc DE CELULAS MAST. SE SINTETIZA NORMALMENTE POR ESTIMULOS INMUNOLOGICOS Y PUEDE CONSIDERARSE COMO
MOLECULA DE STRESS O EMERGENCIA. CELULAS NK (ACTIVADAS) CELULAS MAST (ACTIVADAS). EN RATONES CIERTAS
LEUCEMIAS O SARCOMAS (CELULAS MAST/MEGACARIQCITOS, CELULAS MAST, MONOCITOS O MIELOIDES NO DIFERENCIADAS)
HOSTRANDO REAREGLOS PATOLOGICOS DEL GENE tL-3 CON PRODUCCION DE IL-3, Y AUTOESTIMULACION DEL CRECIMIENTO.

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUINICAS
PESO MOLECULAR DE PROTEINA RECOMBIHANTE DERIVADA DE LEVADURA POR SDS-PAGE: 15 - 17 kDa; ESTRUCTURA
SECUNDAR!A EN SU MAYORIA HELICOIDAL; LONGITUD POLIPEPETIDICA DE 133 AMINOACIDOS; PUENTE DE DISULFURO:
UNO (16, B4); CARBOHIDRATO: DOS SITIOS DE ENLACE N; AMINO TERMINAL CON ALANINA; CARBOXILO TERMINAL
CON FENILALANINA,

RECEPTORES
PRESENTES EN PROGENITORES DE MEDULA OSEA, MACROFAGOS, CELULAS MAST, EOSINOFILOS, MEGACARIOCITOS,
BASO#ILOS, Y CIERTAS LEUCEMIAS MIELOIDES. EL RECEPTOR ES UN DIMERO. EN EL HUMANO, LA CADENA B DEL
RECEPTOR ES COMPARTIDA CON LA CADENA a DEL RECEPTCR IL-3, LA CADENA a DEL RECEPTOR GM-CSF, Y
PROBABLEMENTE LA CADENA o DEL RECEPTOR IL-5. EN RATON EL RECEPTOR IL-3 TIENE UNA CADENA B UNICA QUE ESTA
CERCANAMENTE RELACIONADA A UNA CADENA B SIMILAR COMPARTIDA POR LOS RECEPTORES IL-5 Y GM-CSF.

EFECTOS BIOLOGICOS IN VITRO
ESTIMULA EL CRECIMIENTC Y DIFERENCIACION DE CELULAS PROGEMITORAS HEMATOPOYETICAS PLURIPOTENCIALES;
PROGENITORAS DE: NEUTROFILOS, MACROFAGOS, MEGACARIOCITOS, ERITROCITOS, EOSINOFILOS,BASOFILOS, CELULAS
MAST; PARECE ESTIHMULAR EL CRECIMIENTO DE UN SUBCONJUNTO DE LINFOCITOS T; ESTIMULA LA FUNCION DE CELULAS
MADURAS: CELULAS MAST, BASOFILOS, EOSINOFILOS, MACROFAGOS.

EFECTOS BIOLOGICOS IN VIVO
FUNCIONA COMO UN PUENTE DE UNION ENTRE EL SISTEMA INMUNE Y EL SISTEMA HEMATOPOYETICO, ESTIMULANDO LA
GENERACION Y FUNCIONAMIENTO DE LAS CELULAS SANGUINEAS. INCREMENTA EL NUMERO DE CELULAS PROGEMITORAS
HEMATOPOYETICAS MULTIPOTENCIALES, DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS DE LINAJES MULTIPLES ¥ OE
CELULAS MAST EN PIEL, BAZO, E HIGADO. ESTIMULA EL INCREMENTO DE BASOFILOS Y EOSINOFILOS EN SANGRE
PERIFERICA Y EN ALGUNOS ESTUDIOS DE MONOCITQOS Y NEUTROFILOS, PUEDE OCASIONAR AUMENTO DE LOS NIVELES DE
PLAQUETAS.

EFECTOS SOSRE LA HEMATOPQYESIS

ESTIMULACION DE LA HEMATOPOYESIS; UTIL EN EL MANEJO DE ANEMIA APLASICA; PUEDE PREVENIR LA MUERTE EN
RATOHES CON ANEMIA AGUDA, [NDUCIDOS POR ANTICUERPOS DE ANTI-CELULAS ROJAS. EN RATONES CON LEUCEMIAS
MIELOIDES O MONOCITICAS EN QUE LA ACTIVACION DEL GENE IL-3 HA SIDO UN EVENTO ONCOGENICO CLAVE.
ANTICUERPOS ANTI-1L3 PUEDEN BLOQUEAR EL CRECIMIENTO DE ESTAS LEUCEMIAS; EN CIERTAS INFECCIONES VIRALES
PUEDE SER DE VALOR LA ADMIN!STRACION DE ANTICUERPOS ANTI-1L-3; EM ENFERMEDADES DE ALERGIA, ANTAGONISTAS
DE IL-3, INCLUYENDO ANTICUERPOS IL-3, PUEDEN SUPRIMIR LA PRODUCCION Y ACTIVACION DE BASOFILOS Y
EOSINOFI1LOS.
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GN~CSF in vivo estimula las cuentas leucocitarias de granulocitos y
macréfagos sin afectar a otros linajes celulares, por ello se le ha empleado en
el 4drea clinica en pacientes granulocitopénicos o con enfermedades congénitas
de granulocitos (138). Este factor ademids de incrementar el ndmero de
neutréfilos, intensifica la citotoxicidad neutrofilica en células infectadas con
el virus de inmunodeficiencia humana (HIV) (155-156)(Tabla 4).

G-CSF es producido por células endotelialeg, fibroblastos y macréfagos
inducidos por IL-1, factor de necrosis tumoral (TINF a) o endotoxinas bacterianas
(157); en bajas concentraciones promueve la proliferacién y desarrollo de
células progenitoras a formar colonias de neutréfilos, mientras que en altas
dosis se observan colonias de granulocitos-macréfagos o macréfagos (153). A
diferencia de los otros CSF's este factor se encuentra en circulacién, por tanto,
su accién puede ser ejercida a distancia, es decir puede presentarse una
liberacién de neutréfilos de la médula 6sea influenciada por reacciones
inflamatorias (159).

G~CSF ha sido empleado clinicamente en pacientes granulocitopénicos o con
enfermedades congénitas de este linaje observdndose que la induccién de
granulocitos es dosis~dependiente (160-162)(Tabla 5).

Actualmente egta glicoproteina se administra a pacientes gque han sido
sometidos a una citorreduccién hematopoyética como consecuencia de quimioterapia
o radioterapia y conjuntamente con transplante autélogo de médula 6sea reduce el
tiempo de recuperacién neutrofilica (163).

N-CSF también denominado CSF-1 es una glicoproteina producida por
fibroblastos y sintetizada por células endoteliales y macréfagos inducidos por
otras citocinas (164,165)(Tabla 6).

M-CSF similarmente al GH-CSF no se encuentra circulando en sangre y por
tanto su sintegis dentro de la cavidad medular es la responsable de sus efectos
en la estimulacidén de colonias.

A diferencia de los CSF’'s mencionados anteriormente, el M-CSF in vitro
muestra una alta especificidad hacia el linaje monocito-macréfago (166-167). Este
factor regula la entrada de fagocitos mononucleares a la fase S de ciclo celular
(168); los macréfagos maduros dependen de esta proteina para mantener funciones
biolégicas como, sintesis de proteinas, proteccién contra infecciones virales,
estimulacién de actividad tumbrica e induccién de citocinas secundarias como IL~1
(169), prostaglandinas y activador de plasminédgerio (170-172), ademds estimula la
ATPasa de Na+ y K+ en macréfagos derivados de médula Ssea (173).

El uso del N-CSF in vivo no se ha generalizado, debido al bajo niumero de
monocitos en sangre periférica después de su administracién. Sin embargo en
algunos tratamientos post-transplante de médula 6sea sSe ha observado una
recuperacién mis rdpida de leucocitos en pacientes sometidos a este factor (184).
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TABLA 4, CARACTERISTICAS DEL FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS GRANULOCITICO-MACROFAGAS
(GH-CSF)

ROMENCLATURA
FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS a; PLURIPOYETINA a

FUENTES
CELULAS T ACTIVADAS; MACROFAGOS; FIBROBLASTOS; CELULAS ENDOTELIALES

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUINICAS

PESO MOLECULAR: SDS-PAGE: 18 -32 kD; ESTRUCTURA SECUNDARIA: PROTEINA GLOBULAR COMPACTA CONTENIENDO
00S HELICES a Y ESTRUCTURAS PLANAS B; FORMA: MONOMERICA; ESTRUCTURA CRISTALINA: ORTCROMSICA; PUNTO
ISOELECTRICO; 3.4 - 4,5; LONGITUD DE AMINOACIDOS: 127; PUENTES DISULFURO: DOS (54,96) (88,121);
CARBORIDRATOS: H(19) (29+0); AMINOTERMINAL: MET; CARBOXILO TERMINAL: GLU; SENSIBILIDAD DE PROTEASA:
TRIPSINA (NO), QUIMIOTRIPSINA (NO); ESTABILIDAD: MAS DE & MESES A 4°C; ESTABILIDAD AL CALOR: 10 min
A 56°°C; ESTABILIDAD AL pH: ESTABLE ABAJO DE pH = 7+ IMPORTANCIA DEL CARBOHIDRATO: GM-CSF NO
GLICOSILADG TIENE ALTA ACTIVIDAD BIOLOGICA. GM-CSF ALTAMENTE GL1COSILADO TIENE BAJA AFINIDAD DEL
RECEPTOR.

RECEPTORES
DISTR{BUCION DE RECEPTORES:
CELULAS HEMATOPOYETICAS: MONOCITOS, NEUTROFILOS, EOSINOFILOS, Y SUS PROGENITORES.
CELULAS HO HEMATOPOYETICAS: FIBROBLASTOS, LINEAS CELULARES DE SARCOMA OSTEOGEN]CO, LINEAS CELULARES
DE CARCINOMA DE GLANDULA MAMARIA, LINEAS CELULARES DE CARCINOMA DE CELULAS PEQUENAS DE PULMON, CELULAS
ENDOTELIALES, CELULAS SIMILARES A LAS OSTEOBLASTICAS, PLACENTA, CELULAS Cos DE SIMIO TRANSFORMADAS
SV-40

EFECTOS B10LOGICOS IN VITRO
FACTOR DE SOBREVIVENCIA; FACTOR DE CRECIMIENTO; FACTOR DE DIFERENCIACION; ACTIVACION OE CELULAS
MADURAS .

EFECTOS BIOLOGICOS IN VIVO
CITOXICICIDAD; FAGOCITOSIS; ADHESION CELULAR; QUIMIOATRAYENTE

EFECTOS SOBRE LA HEMATOPOYESIS
QUIMIOTERAPIA DE CANCER, TRANSPLANTE DE MEDULA OSEA, ANEMIA DE MICLODISPLASIA/APLASTICA, LEUCEMIA
MIELOGENA AGUDA, TERAPIA ASOCIADA-AIDS, REACCIONES ADVERSAS DE GM-CSF, ENFERMEOADES INFECCIOSAS,
ESTADOS NEUTROPENICOS CONGENITOS SELECCIONADOS Y RESPUESTAS BIOLOGICAS PARA MODIFICAR CIERTOS TUMORES.
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TABLA 5. CARACTERISTICAS DEL FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS GRANULOCITICAS
(G-CSF)

HOMENCLATURA
CSF-B, PLURIPOYETINA (pCSF)

FUENTES CELULARES

CELULAS ESTROMALES;  MACROFAGOS;  FIBROBLASTOS;  CELULAS ENDOTELIALES;  LINEA CELULAR 5637 DE
CARCINOMA DE VEJIGA HUMANA

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUINICAS

PESO MOLECULAR: SDS-PAGE 19600; FILTRACION EN GEL: 32000 aprox.; ESTRUCTURA SECUNDARIA: ABUNDANTE
a HELICE Y POCO DE HELICE PLANA 8; ESTRUCTURA CRISTALINA NO RESUELTA; LONGITUD DE AMINOACIDOS: 174;
PUENTES DE DISULFURD: DOS (36,42 Y 64,74); CARBORIDRATOS: ENLACES-O (TREONMINA-133); AMINO TERMINAL
DE TREONINA; CARBOXILO TERMINAL: PRODOLINA; SENSIBILIDAD A PROTEASA: S.sureus V-8 (PARCIALMENTE),
PEPSINA, SUBTILISINA, PEPSINA, y TRIPSINA (PARCIALMENTE); ESTARILIDAD A 4 °C.

RECEPTORES

CELULAS INMADURAS Y MADURAS MIELOIDES; ALGUNAS LINEAS CELULARES DE CELULAS SCLC y CELULAS
ENDOTELIALES.

EFECTOS BIOLOGICOS IH VITRO

EN PROGENITORES HEMATUPOYET1COS TEMPRANOS SINERG1ZA COM IL-3 PARA APOYAR LA PROLIFERACION DE CELULAS
PROGENITORAS TEMPRANAS. EN PROGENITORES MIELOIDES BAJA LA PROLIFERACION/DIFERENCIACION DE LINAJE
NEUTROFILICO. EN NEUTROFILOS LLEVA A CABO LA INDUCCTON DEL ANION SUPEROXIDO, ADHESION, INTENSIFICA
LA LIBERACION DEL ACIDO ARAQUIDONICO, FAGOCITOSIS, ENLACE DE FMLP Y ADCC. EN CELULAS LEUCEMICAS,
PUEDE CAUSAR EL CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION DE ALGUNAS LINEAS CELULARES LEUCEMICAS MIELOIDES. SOBRE
LINEAS CELULARES TUMORALES Y EN LA PROLIFERACION Y MIGRACION DE CELULAS ENDOTELIALES.

EFECTOS BIOLOGICOS IN VIVO

EN LINAJE GRANULOCITICO SOBRE LA MIELOPOYESIS; SOBRE PROGENITORES DE OTROS LINAJES HEMATOPOYETICOS
SON TAMBIEM PROPORCIONALMENTE INCREMEHTADOS EN HEDULA; AUMENTA LA MIELOPOYESIS EN BAZO, HIGADO, Y
NODULOS LINFATICOS DE ANIMALES QUE RECIBEN DOS!S MAYORES O IGUALES A 10 pg/Kg/DIA; REDUCE LA
MORTALIDAD EN RATONES HEUTROPENICOS, Y ACTUA CON UNA VARIEDAD DE AGENTES MICROBIANOS Y FUNGICIDAS.

EFECTOS SOBRE LA HEWATOPOYESIS

APLICACIONES EN TRATAMIENTO EN CANCER; EN SEVERAS NEUTROPENIAS CRONICAS; ENFERMEDADES INFECCIOSAS
(APLICADAS A NEUTROPENIA Y NO APLICADAS A ESTA).
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TABLA 6. CARACTERISTICAS DEL FACTOR ESTIMULAKTE DE COLOKIAS MACROFAGAS
(N-CSF)

NOMENCLATURA

FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS (CSF), FACTOR OE CRECIMIENTO DE MACROFAGOS (MGF), INDUCTOR GRANULOCITO
MACROFAGC IM (MGI-IM), FACTOR ESTIMULAHTE DE COLONIAS MACROFAGAS (M-CSF).

FUENTES

FIBROBLASTOS, CELULAS ENDOTELIALES, CELULAS DE EPITELIO COLUMNAR UTERINO DURANTE LA GESTACION, MONOCITOS
ESTIMULADOS, CELULAS ESTROMALES DE MEDULA OSEA, QUERATINOCITOS, CELULAS EPITELIALES TIMICAS, OSTEOBLASTOS,
ASTROCITOS, PREADIPOCITOS, MIOBLASTOS, CELULAS MESOTELIALES, LINFOCITOS T ACTIVADOS, LINFOCITOS B ACTIVADOS,
LINEA CELULAR T LINFOIDE, LINEA CELULAR B LINFOTDE, CELULAS DE RATON L-929, CELULAS LEUCEMICAS MIELOBLASTICAS
AGUDAS, CELULAS DE LEUCEMIA LINFOBLASTICA, CELU!'AS DE MIELOMA, LINEA CELULAR DE LA ENFERMEDAD DE HODGKIN,
CELULAS DE MIELOMA MULTIPLE, CARCINOMA PANCREAYICO, ADENOCARCINOMAS DE PULMON, HAMA, OVARIO, Y ENDOMETRIO.

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIRICAS

M-CSF TIENE UN PESO MOLECULAR DE 45 A 90 kD; ESTRUCTURA CUATERNARTA HOMODIMERICA, ENLACES DISULFURO
REQUERIDOS PARA EL MANTENIMIENTO DEL ESTADO DIMERICO; PUNFO ISOELECTRICO DE 3 A 5; LONGITUD DE LA CADENA
DE AMINOACIDOS VARIABLE, LONGITUD MINIMA 150 AMINOACIDOS; COM PUENTE DISULFURQ; CARBOHIDRATOS CON UNIONES
DE COMPLEJO AMINO, Y UNIONES O (ENLACES); ACIDO GLUTAMICO COMO AMINC TERMINAL; EL CARBOXILO TERMINAL ES
DESCONOCIDO; NO ES SENSIBLE A TRIPSINA Y PAPAINA, SI LO ES A QUIMIOTRIPSINA ¥ SUBTILISINA. PRESENTA UNA
ESTABILIDAD DE 6 MESES A 4°C; SU ESTABILIDAD AL CALOR ES 30 min A 50°C; ES ESTABLE A UN pH DE 2 A 12 A 4°C.

RECEPTORES

EN FAGOCITOS MONONUCLEARES, CELULAS HEMATOPOYETICAS MULTIPOTEMCIALES, CELULAS DECIDUALES, CELULAS
TROFOBLASTICAS, CELULAS MICROGLIALES, MIOBLASTOS, SUBCONJUNTO DE CELULAS MIELOIDES DE LECUCEMIA AGUDA.

EFECTOS BIOLOGICOS IN VITRO

M-CSF DR HUMANO ES ACTIVO SOBRE CELULAS DE RATA Y RATONES. H-CSF DE RATON ES ACTIVO SOBRE CELULAS DE RATA
E INACTIVO SOBRE CELULAS HUMAMAS. M-CSF ACTUA SOBRE KONOCITOS Y MACROFAGOS, ESTIMULANDO LA SOBREVIVENCIA Y
PROLIFERACION (EN RATONES PERC NO EN HUMANOS); ESTIMULA LA PRODUCCION DE IL-1, G-CSF, [IFN, TNF,
TROMBOPLASTINA, GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA y, PROSTAGLANDINAS, TROMBOXANO, Y METABOLITOS OXIGENO BIOCIDAL.
INTENSIFICA LA ACTIVIDAD TUMORICA, Y LA CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS; ESTIMULA LA
FOSFORILACION €M TIROSINA DE PROTEINAS, LA INCORPORACION DE GLUCOSA, LA ACTIVIDAD DE AYPasa MNa+/K+, tA
ACTIVIDAD DE FOSFATIDIL INOSITOL 3 CINASA, LA ACTIVIDAD CICLO OXTGENASA, LA FOSFORILACION DE SERINA RAF-1
Y LA ACTIVACION DE CINASA; ESTIMULA LA DIFERENCIACION DE CELULAS BLASTO; SINERGIZA CON GM-CSF, TNFy, PARA
ESTIMULAR LA PROLIFERACION; INTERVIENE EN LA INHIBICION DE LA EXPRESION DEL GENE DEL MHC CLASE 1l. ESTIMULA
LA PROLIFERACION DE CELULAS MICROGLIALES. ACTUA SOBRE CELULAS PROGEHITORAS DE MACROFAGDS, ESTIMULANDO LA
SOBRREVIVENCIA, PROLIFERACION, Y DIFERENCIACION DE MACROFAGOS; SINERGIZA CON GM-CSF, E 1L-3 PARA ESTIMULAR
LA PROLIFERACION Y DIFERENCIACION. EN CELULAS HEMATOPOYETICAS PRIMITIVAS, SINERGIZA CON IL-3, IL-1, FACTOR
DE CELULAS PROGENITORAS (SCF), E IL-A PARA ESTIMULAR PROLIFERACION Y DIFERENCIACION DE MACROFAGOS.

EFECTOS BIOLOGICOS IR VIVO
M-CSF INTERVIENE EN LA PRODUCCION DE FAGOCITOS MONONUCLEARES, REGULACION DE LA FUNCION PLACENTARIA,
REABSORCION DE HUESO, ACTIVIDAD ANTITUMORICA, Y DISMINUCION DEL COLESTEROL DEL PLASMA.

EFECTOS SOBRE LA HEMATOPOYESIS
MARCADOR TUMORAL, ACELERA LA RECUPERACION HEMATOPOYETICA DESPUES DE LA QUIMIOTERAPIA EN TUMORES, SE CREE QUE

TIENE UN PAPEL IMPORTANTE EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA; EN EL TRATAMIEMTO DE INFECCIONES VIRALES,
BACTERIANAS, POR LEVADURA; INTENSIFICA LA ACTIVIDAD TUMORICA, Y EL TRATAMIENTO DE LEUCEMIA.
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X. MACROFAGOS

En individuos adultos los fagocitos mononucleares se originan en la médula
6sea a partir de una célula progenitora comin (175). Este precursor es conocido
como Unidad Formadora de Colonias de Granulocitos y Macréfagos (GM~CFU) (176).
Los fagocitos son liberados al torrente sanguineo como células monociticas gque
migran a los tejidos, madurando y convirtiendose en macréfagos de cavidad
peritoneal, tejido linféide, pulmén, higado y bazo. El ambiente especial de cada
tipo celular dota a estas células con funciones especificas; por tanto, los
macréfagos estdn involucrados de manera importante en la estimulacién de la
respuesta inmune. Estas células junto con aquellas del Sistema Reticulo
Endotelial proveén una importante defensa en contra de agentes infecciosos,
toxinas biolégicas, contaminantes ambientales 'y células transformadas
neopldsicamente. A su vez, los macréfagos intervienen en los procesos de
homeéstasis, ya que secretan una variedad de mediadores similares a los
endécrinos y enzimas que influyen a otros tipos celulares, asi como a otros
elementos del sistema fagocitico mononuclear. Los macréfagos también han sido
implicados en la modulacién de aspectos celulares, como la regulacién del proceso
de proliferacién y diferenciacién linfocitica y fibrobldstica, (170) asi como en
la hematopoyesis, activacién tumérica y citélisis tumoral. Entre los productos
que secretan los macréfagos, se encuentran Citocinas (IL-1. IL-6, IL-8, GM~CSF.
G~CSF, TNF, PDGF, FGF. TGF a y B, CSF-1, LIF); Prostaglandinas; Componentesa del
Complemento (Cl, Cc2, ¢3, c4, ¢5, de la ruta cldsica; factor B, factor & y
properdina de la ruta alternativa, inactivador del componente C3) (178); Factores
de coagulacién; Enzimas; Proteinas de matriz extracelular (fibronectina,
proteinas de enlace y proteoglicanos; Oligopéptidos bioactivos; Lipidos
bioactivos; Hormonas Esteroides; Purinas; Intermediarios reactivos de Oxigeno y
Nitrégeno (169).

Al parecer el espectro de productos sintetizeados y liberados por las
poblaciones de fagocitos mononucleares a sus medios de cultivo es tipicamente
dependiente del grado de diferenciacién celular asi como de la forma de estimulo
al cual son expuestas in vivo o en cultivos de tejidos. Tales variaciones estan
en funcién de los complejos mecanismos reguladores celulares por los cuales los
fagocitos mononucleares responden a su ambiente peculiar. Dicha modulacién es
disparada en parte, a través de un cierto numero de receptores de membrana
plasmdtica y sitios de enlace de alta afinidad que interactian con varios
ligandos en el ambiente pericelular.
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XI. CITOCINAS

Las citocinas son hormonas tisulares que participan en una gran variedad
de regpuestas celulares, incluyendo la. regulacién de la proliferacién y
diferenciacién de células hematopoyéticas y células del sistema inmune
(120,180,181); dentro de ellas se incluye a interleucinas (IL-l1 a IL-12),
factores de crecimiento (PDGF, FGF, EGF, TGB e IGF) y factores estimuladores de
colonias (CSF's) (182) (Tabla 7). Son liberadas en respuesta al antigeno, pero
en contraste con la composicién de los anticuerpos, su constitucién quimica no
estd determinada por la estimulacién del antigeno. Se penso originalmente que las
citocinas eran fabricadas Unicamente por linfocitos, para comunicarlos con otras
células del sistema inmune. Ahora es claro que ni la produccién de citocinas ni
sus efectos son restrictivos para las células linfoides. Por estas razoned, el
término linfocina utilizado inicialmente es cedido al de citocina.

Las citocinas se generan en todo el cuerpo durante las fases efectoras de
inmunidad especifica y natural, en areas localizadas como los espacios de las
articulaciones o el tejido linfoide, y pueden actuar con otros tipos celulares
en la vecindad inmediata (efecto pardcrino) o sobre la misma célula que la
produjo (efecto autécrino).

Las citocinas que son elaboradas en grandes cantidades entran a la
circulacién sanguinea actuando en forma hormonal causando profundos efectos
sistémicos. Aunque ningin efecto causal de las citocinas se ha establecido en
alguna enfermedad, la produccién excesiva o insuficiente de citocinas puede
contribuir a ciertos estadios de enfermedades particularmente de origen
infeccioso o autoinmune,

Algunas acciones de los CSF's son mediadas por otras citocinas, por ejemplo
el factor de necrosis tumoral (INF), linfotoxina (IT), interferén gama (INF-game)
y factor de crecimiento tranaformante beta (TGF-beta) inhiben el crecimiento de
células progenitoras de médula ésea, por su parte la IL-1 e IL-6 intensifican la
regpuesta a CSF's. En general se considera a las citocinas necesariad para gque
la médula 6sea funcione normalmente, a la vez que proveen una alta funcionalidad
en respuesta a estimulos.
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TABLA 7. CITOCINAS INVOLUCRADAS EN INMUNOREGULACION Y DESARROLLO DE
CELULAS SANGUINEAS
FARILIA FOLECULAS SIHONINOS LOCALIZACION M. W.
CROMOSOMICA (kD)

FACTORES DE MULTI-CSF  IL-3 5023-031 1% - 28

CRECIMIENTO GM-CSF CSF-y 5023-031 % - 35
G-CSF CSF-B 17011-022 18 - 22
N-CSF . CSF-1 5033.1 47 - Th
g0 ' 7a11-022 34 - 39
SCF :

INTERLEUCINAS  IL-1 HEMATOPOYETINA-1  2013-G21 3 - 17
-2 TCGF 4026-027 15
-3 HULTI-CSF 5023-031 1% - 28
-4 BSF-1 5023-032 15 - 20
-5 BCGF-11, TRF 5023-032 12 - 18
L-6 BSF-2 7P15-P21 24
-7 8p12-P13 17
1L-8 NCF/NAP 10
L-9 P40 40
1L-10
-1

INTERFEROMES IfN-a TFN-LEUCOCITO 9p22-P13 18 - 20
1FN-B 1FN-FIBROBLASTO  9P22 23
IFN-y 1FH- INMUNE 12024.1 20 - 25

FACTORES DE TNF-a CACETINA 6r21.3 17

NECROSIS THE-B LINFOTOXINA 6r21.3 25

TUMORAL PDGF 30 - 35
TGF-a 2P13
TGF-8 19013.1-013.2 25
LIF HILDA 22012 24

SCF = FACTOR CELULAR PROGENITOR.

B = FACTOR ESTIMULADOR CELULAR B.

8CGF = FACTOR DE CRECIMIENTO CELULAR B.

TR¥ = FACTOR REEMPLAZADOR DE CELULAS T.

NCF/NAP = FACTOR QUIMIOTACTICO NEUTROFILO/PROTEIMA ACTIVANTE NEUTROFILO.

PDGF = FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS.

TGF = FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE.

LIF = FACTOR INHIBIDOR DE LEUCEMIAS.

FGF = FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS.

TCSF = FACTOR DE CRECIMIENTO CELULAR T
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XII. INTERLEUCINA DOS (IL-2)

Interleucina dos (IL-2) es un péptido neutro de 15 kD; a la vez que es
producido por células T activadas, una de sus funciones inmunolégicas mas
importantes es iniciar la proliferacién de este mismo tipo celular (183,184). Las
células B activadas expresan el receptor para IL-2 (antigeno tac) (Tabla 8), el
cual es una glicoproteina de 55 kD que se encuentra expandida en la membrana
celular. Las células T expresan dos receptores de 75 y 55 kD denominados
receptores a y 8 respectivamente (185). Los receptores de alta afinidad para IL-2
no estén presentes en las células T en reposo pero aparecen en unas cuantas horas
después de ser estimuladas a la activacién. La unidén de ITL-2 a estos receptores
provoca la expansién clonal de lags células T activadas por el antigeno
especifico; la eliminacién o el retiro del antigeno permite la involucién de los
receptores para IL-2 y el cese de la proliferacién de la célula T ain en
presencia de IL-2, limitando asi la extensién de la expansién clonal (186). IL-2
ha sido utilizada experimentalmente para hacer crecer clones de célula T con
funclones especificas auxiliares, citotéxicas y supresoras (187), también para
cultivar células T malignas de pacientes adultos con leucemias de célula T y de
células T infectadas con retrovirus linfotrépicos (188). El timo contlene
poblaciones de linfocitos T inmaduros con receptores para IL-2, sugiriéndose gque
egta citocina puede tener un papel en la maduracién y proliferacién de la célula
I (189). IL-2 incrementa marcadamente la actividad citolitica de una poblacién
de células asesinas (NK) capaces de destruir células tumorales a través de un
mecanismo independiente de los antigenos de histocompatibilida? (190). Esta
propiedad ha permitido el uso de IL-2 en ensayos clinicos en pacientes con
cdncer. IL-2 es critica para la expansién clonal de células T citotéxicas; en
ratones inyectados con anticuerpo anti~IL~2 de ratén, la respuesta citolitica de
linfocito T hacia células tumorales no se desarrolla (191).

Se tiene evidencia de la participacién en la hematopoyesis de células T
mediante la produccién de factores que promueven la actividad de células
progenitoras hematopoyéticas e induccién de GN~CSF e YL-3 (182).
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TABLA 8. CARACTERISTICAZ DE INTERLEUCINA II
IL-2)

SINONINOS

FUENTES

FACTOR DE CRECIMIENTO DE CELULAS T (TCGF); MEDIC CONDICIONADO LINFOCITICO (LCM); FACTOR
MITOGENICO DE CELULAS T (THF); FACTOR APOYADOR ANIQUILADOR (KHF); FACTOR REEMPLAZANTE DE CELULAS
T (TRF)

CELULARES QUE LA PRODUCEN
CELULAS T {CD4+ y CELULAS CDB+); LINFOCITOS GRANULARES GRANDES (NK, LAK); ALGUNAS CELULAS PRE-8

y CELULAS B TUMORALES; BSM, LINEA CELULAR PRE-T HUMANA; CELULAS T TUMORALES DE RATON (EL-4);
TUMORES DE CELULAS T DE HUMANO (Jurket); CELULAS TUMORALES DE PRIMATE (gibbon) (MLA-144).

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUINICAS. .

PESO MOLECULAR: SDS-PAGE 15 - 17.2 kD (de Ratén, 32 kD); FILTRACION EN GEL: 19 - 23 kD;
ESTRUCTURA SECUNDARIA: EXTENSIVO DOMINIO DE HELICE a CON SIMPLE ENLACE DISULFURO (Cys58 - Cys103);
ESTRUCTURA CRISTALINA: MONOMERICA, ENLACES HELICOIDALES a ANTIPARALELOS; NINGUN SEGMENTO DE
ESTRUCTURA SECUNDARIA B; PUNTO ISOELECTRICO: 6.8 - 8.2 (EN RATONES DE 3.9 - 5.0); LOMG. DE
AMINCACIDO: 133; PUENTE DE DISULFURO: UNO (58, 105); CARBOHIDRATOS: VARIABLE; O PRIMARIA UNIDA
POR STALIDACION A Treo 3; NO IMPORTANTE PARA LA ACYIVIDAD; AMINOACIDO TERMINAL: ALANINA; CARBOXILO
TERMINAL: TREONINA; SENSIBILIDAD DE PROTEASAS Y OTRAS ENZIMAS: TRIPSINA (SI), DNAsa (NO), RNAsa
(NO), NEURAMINIDASA (NO); ESTARILIDAD: MAYOR DE 1 ANO A 4°C, ESTABLE A pH 2, ESTABLE AL CALOR
MAS DE 60 min A 56 °C; HIDROFOBICA.

RECEPTORES

CADENA @, pS5; CADENA i, p70; NO COMPARTIDOS POR NINGUNA OTRA CITOCINA CONOCIDA, AUNGUE p70
PERTENECE A LA SUPERFAMILIA DE RECEPTORES HEMATOPOYEYICOS, QUE [NCLUYE RECEPTORES PARA
ERITROPOYETINA, IL-3, IL-4, 1L-7, GM-CSF, HORMONA DE CRECIMIENTO Y PROLACTINA.

EFECTOS BIOLOGICOS IN VITRO

LINFOCITOS-T: PROMOTOR DE LA PROGRESION A TRAVES DE LA FASE Gl DEL CICLO CELULAR, AUMENTA EL pH
INTRACELULAR, INDUCCION DE LA PROLIFERACION POR c-Myc, cMyb, IL-2R, ESTIMULACION DE LA ACTIVIDAD
CITOSOLICA, INTENSIFICACION DE LA MOVILIDAD, Y PROMOCIOM DE LA FORMACION COMJUGADA; ESTIMULA LA
PRODUCCION DE UNA VARIEDAD DE CITOCINAS, INCLUYENDO INTERFERON y. LINFOCITOS GRAHDES GRANULARES:
PROMUEVE LA PROLIFERACION E INTENSIFICA LA ACTIVIDAD NK, INDUCE tA ACTIVIDAD LAX, ESTIMULA LA
PRODUCCION DE MUCHAS CITOCINAS; SINERGIZA EN ESTA ACTIVIDAD CON TNF; INDUCE LA ACTIVIDAD MODULADA
POR IL-4. MONOCITOS: INTENS!®ICA LA ACTIVIDAD CITOSIDAL MONOCITICA; POSIBLEMENTE INTENSIFICA LA
PROLIFERACION; CAS! TODOS LOS MONDCITOS CIRCULANTES DE PACIENTES TRATADOS CON IL-2 ACOMPANADA CON
IL-2-a; LOS MONOCITOS EXPRESAN CONSTITUTIVAMENTE 4000 RECEPTORES !L-2-B. CELULAS B: ESTIMULAN LA
PROLIFERACION DE CELULAS 8 ACTIVADAS. CELULAS OLIGODEROROGLIALES: INDUCE LA PROLIFERACION Y
PRODUCCION DE MENSAJE PROTE{CO DE MIELINA BASICA.

EFECTOS IN VIVO

EFECTOS ANTITUMORICOS; ANTIBACTERIANOS Y ANTIVIRICOS; AUTOINMUNIDAD; PAPEL EN [INFECCIONES
PARASITICAS; PAPEL EN EL RACHAZO DE ALOINJERTOS Y EN LA RESPUESTA INMUNE.

EFECTOS SOBRE LA HEMATOPOYESIS

PAPEL EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER; EN TRANSPLANTES, INTENSIFICACION DE LA REACTIVIDAD INMUNE E
INMUNIZACION; PAPEL EN LA HIPERTENSION,
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XIII. FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) fué descubierto en
la década de los 70's (193) y desde entonces es considerado como el principal
componente mitégeno en todo el suero sanguineo, Gran variedad de células malignas
incluyendo ciertos osteosarcomas, gliomas, sarcomas sinoviales, fibrosarcomas,
sarcomas de células gigantes, carcinomas de pulmén, hepatomas y carcinomas de
mama producen PDGF.

Se reconocen dos cadenas diferentes pero relacionadas de polipéptidos
glicosilados (30 kD aprox.)} conocidas como cadenas a y f respectivamente, las
cuales a pesar de sus homologias significativas son derivadas de genes diversos
localizados en cromosomas separados (194). En funcién del tipo celular gue le
produce de manera natural, PDGF puede existir tanto de forma homodimera aa o BB
como heterodimera af3. Todas estas son funcionalmente activas y se encuentran
unidas por enlaces disulfuro. Las subunidades a y B parecen ser similares en
tamafiio, pero pueden distinguirse por su especificidad de enlace y por anticuerpo
monoclonal para receptor PR7212, el cual sbélo reconoce a la subunidad B. En
presencia de PDGF estas subunidades receptoras interactdan con una molécula de
PDGF para formar asi un complejo de alta afinidad (195)(Tabla 9).

PDGF estimula una variedad de respuestas biol6gicas que incluyen
replicacién celular, quimiotaxis, renovacién de fosfatidil inositol, movilizacién
de calcio divalente, reorganizacién de actina y estimulacién de la fosforilacién
especifica de tirosina (196).

Los receptores de PDGF se distribuyen ampliamente en las superficies de
membranas celulares de origen mesenquimdtico, incluyendo dermis y fibroblastos
de tendén, células vasculares de misculo liso, células gliales y condrocitod. Por
medio de anticuerpos monoclonales del receptor anti-PDGF se ha obtenido un
andlisis detallado de cada una de las interacciones caracteristicas enlace-
receptor de los dimeros de PDGF.

Estudios de identificacién del receptor se han llevado a cabo por afinidad
de cruzamiento de enlace con marcadores radioactivos sobre proteinas especificas
de membrana, sugiriéndose un peso molecular de 170 a 180 kD.

Las células inician la respuesta a PDGF atravesando la fase Gl del ciclo
celular; células de misculo liso o fibroblastos 3T3 aumentan su tasa de
endocitosis de moléculas marcadas con timidina, tales como sacarosa o peroxidasa.
También PDGF induce un incremento en la sintesis de proteinas incluyendo la
coldgena. Ademds lipoproteinas de baja densidad enlazadas a receptores de alta
afinidad y la acumulacion de lipidos en las células son componentes importantes
de la respuesta de arteroesclerosis (197). Células de misculo liso expuestas a
PDGF y carentes de una fuente ex6gena de colegterol, pueden ser estimuladas por
este factor y aumentar la sintesis de novo de colesterol.
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TASLA 9. CARACYERISTICAS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS

NOMECLATURA

DOS DISTINTAS PROTEINAS PDGF-1 Y PDGF-11, CARACYERIZAN AL FACTOR DERIVADO DE CRECIMIENBTO DERIVADO
DE PLAQUETAS.

FUENTES CELULARES
PDGF ES SINTETIZADO POR CELULAS NORMALES Y CELULAS TRANSFORMADAS.
PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

PDGF SE PURIFICO COMD DOS PROTEINAS DISTINTAS LA PRIMERA PDGF-1 DE 3% kD APROX., Y PDGF-11 DE 28
kD APROX., AMBAS DE IGUAL ACTIVIDAD MITOGENICA, COMPOSICION DE AMINO ACINOS, REACTIVIDAD
INMUNOLOGICA, Y AFINIDAD DE LOS RECEPTORES DE SUPERFICIE CELULAR, LAS DIFERENCIAS SE ESTABLECIERON
A NIVEL DE ESTADOS DE GLICOSILACION , ASI, PDGF-I CONTIENE ALREDEDOR DE 7% DE CARBOHIDRATOS Y
PDGF-11 EL 4% DE CARBOHIDRATOS. PDGF TIENE UN pI DE 10.2 APROX, ( ES DECIR ES BASTANTE BASICO),
CONTIENE 16 MITADES RESIDUALES DE CISTEINA, LOS CUALES PARECEN ESTAR UNIDOS A ENMLACES DISULFURO.
REDUCIDO Y CARBOXILMETILADO, SE IDENTIFICARON DOS CADENAS DE DE 17 Y 14 kD (PDGF-1) Y DE 15 14
kD (PDGF-IT1) POR SDS-PAGE Y DE 18 Y 16 kD POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION. AMBAS
CADENAS « Y B HAN SIDO SECUENCIADAS Y SUS GENES CLONADOS. EL GENE DE LA CADENA a SE LOCALIZA EN
EL CROMOSOMA 7, Y EL GENE DE LA CADENA 8 EN EL CROMOSOMA 22. LAS CADENAS DE PDGF SON ENSAMBLADAS
COMO HOMODIMEROS U HETERODIMEROS DE DISULFIRO. PDGF-aa, PDGF-aB, Y PDGF-08 HAN S1DO PURIFICADAS
DE FUENTES NATURALES, Y LAS DIFERENTES ISOFORMAS PARECEN TENER DIFERENTES EFECTOS FUNCIONALES.
AS, EN CONTRASTE CON PDGF-aB, PDGF-aa TIENE SOLO BAJA ACTIVIDAD MITOGENICA Y NINGUN EFECTO SOBRE
LA QUIMIOTAXIS Y LA REORGANIZACION DE ACTINA DE FIBROBLASTOS DE HUMANO, EN ALGUNOS ESTUDI1OS,
AUNQUE ESTAS DIFERENCIAS PUEDEN SER OEBIDAS A LA DIFERENCIAS EN LA COMPOSICION DE LOS RECEPTORES
PDGF EXPRESADOS EN LAS SUPERFICIES CELULARES DE LAS CELULAS DE RESPUESTA Y PROBABLEMENTE NO
REFELEJE LAS DIFERENCIAS INTRINSECAS DE LAS ISOFORMAS DE PDGF.

EFECTOS BIOLOGICOS M VIVO

PDGF ES SINTETIZADO COMO UNA PROTEINA HETERODIMERICA EN MEGACARIOCITOS, ALMACENADO EN GRANULOS
a DE PLAQUETAS Y LIBERADD DE PLAQUETAS ACTIVADAS EN SITIOS DE VASOS SANGUINEOS DANADOS. CUANDO
EL ANTISUERO QUE ESPECIFICAMENTE RECONOCE PDGF FUE USADO PARA MEDIR LAS CONCENTRACIONES DE PDGF,
LOS NIVELES EN EL SUERO HUMANO SE ESTIMARON EN 50 A 60 ng/ml; CASI 1 ng/ml O MENOS FUE ENCONTRADOD
EN EL SUERO DERIVADO DE PLASMA POBRFE EN PLAQUETAS. EN CONTRASTE, POR MEDIO DEL RECEPTOR PDGF UNIDO
EN ENSAYOS, SE ESTIMARON CONCENTRACIONES DE 15 ng/mt, O 30,000 MOLECULAS APROX. DE PDGF POR
PLAQUETA.

ANALISIS DE TRANSCRIPTORES DE PDGF IN VIVQ APOYAN QUE PDGF ACTUA PARA LA RESPUESTA PROLIFERATIVA
DE CELULAS ARTERIALES DE MUSCULO LIS0 DURANTE LA ATEROGENESIS. LOS TRANSCRIPTORES DE LA CADENA
PDGF-B SON TAMBIEN ENCONTRADOS EN LA PLACEHTA DURANTE EL PRIMER TRIMESTRE DE EMBARAZO, APOYANDO
EL PAPEL DE REGULACION DE CRECIMIENTO PLACENTARIO. PDGF ES UN FUERTE QUIMIO-ATRAYENTE PARA
NEUTROFILOS Y MONCCITOS DE HUMANO. PDGF-AA ES TAMBIEN QUIMIO-ATRAYENTE Y PUEDE SER MAS POTENTE
PARA NEUTROFILOS QUE PinA MONOCITOS. PDGF ES TAMBIEN QUIMIO-ATRAYENTE PARA FIBROBLASTOS Y CELULAS
DE MUSCULOS LISO. INDUCE LA ACTIVACION DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES Y MONOCITOS Y CAUSA UNA
DEPENDENCIA DE LA DOSIS, INCREMENTO SATURABLE EN LA LIBERACION DE COLAGENASA POR FIBROBLASTOS EN
CULTIVO, ACTIVIDAD QUE ES FUNDAMENTAL PARA REPARACION DE TEJIDO.
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XIV. LAS CITOCINAS Y LAS ENFERMEDADES

La produccién inadecuada de citocinas ha sido observada en varios estadios
de enfermedad, cuestionando el uso terapeitico de estas en el manejo de
enfermedades humanas. La informacién de los estados de deficiencia en citocinasg
ge deriva de los cultivos de leucocitos in vitro y es aiin poco claro si la falla
en la fabricacién de alguna citocina in vitro refleja lo que sucede in vivo. EI
estado nutricional de un paciente puede contribuir a algunos estadios de
deficiencia de citocinas. Se ha reportado el decremento en la produccién de IL-2
en leucocitos de pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adgquirida, diabetes
mellitug tipo I, quemaduras y céncer (198,199). La elaboracién de INF y esté
disminuida en pacientes con lepra, lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide y enfermedades del tejido conectivo e incluso en neonatos normales
(200) . También son deficientes en los pacientes con desordenes
mieloproliferativos y hepatitis crénica. Existe igualmente una deficiencia en la
produccién de IL-1 en leucocitos de pacientes con una carga tumoral grande. La
disminucién en la respuesta de linfocitos asociada con la baja de citocinas,
puede frecuentemente ser corregida in vitro por adicién de citocinas exdgenas.
Queda aidn por saber, si estos defectos pueden corregirse in vivo mediante la
administracién de citocinas o inductores de citocinas y si ésto pudiera resultar
en la regresion de la enfermedad.

Por otra parte, varios desérdenes incluyendo el rechazo de aloinjerto, son
debidos a una respuesta inmune no deseada en la cual las citocinas entran en
juego. Los agentes inmunosupresores como los glucocorticoides y la ciclosporina
son potentes inhibidores de la sfintesis de citocinas y la respuesta de las
células a estas citocinas. La inmunosupresién también puede ser inducida por el
uso de citocinas fusionadas con toxinas. Estas proteinas quiméricas localizan
solamente las células activadas gue poseen el receptor de la citocina y la toxina
las destruye selectivamente. Los anticuerpos dirigidos contra las citocinas o sus
receptores (201) son potencialmente Gtiles en terapia inmunosupresora, terapia
de la leucemia, prevencién contra el rechazo de injertos y la atennacién del
shock séptico. Algunas citocinas son por si mismas inmunosupresoras, por ejemplo
el factor de crecimiento transformante B y los interferones pueden inhibir la
respuesta celular y la proliferacién.

Debido a los avances en la iIngenieria genética, la clonacién de varias
citocinas se ha logrado y grandes cantidades de material puro estd disponible
para los estudios en animales y el hombre. Ensayos clinicog usan actualmente
interferones, IL-2, factores de crecimiento hematopoyético, TNF y hormonas
timicas. Con algunas excepciones en estudios de las infecciones virales y de
enfermedades autoinmunes, la investigacién clinica ha usado la terapia de las
citocinas enfocdndose al problema del cdncer. Los efectos antiproliferantes del
INF y la capacidad de estas sustancias de activar a las células NK, ha dado razén
a tales intentos. La terapia del INF ha resultado benéfica en leucemia mielbgena
crénica, leucemia de la célula peluda y otrog tipos de cdncer (202,203). INF a
se ha aplicado con cierto éxito en la hepatitis B crénica y varias enfermedades
neurcoldgicas y tipicamente para la queratinitis causada por herpes, verrugas
genitales e infecciones del tracto respiratorio, INF B ha sido estudiado en
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ensayos clinicos satisfactoriamente, como en papiloma laringeo juvenil (204). En
clinica también se usa extensamente INF y para tratar enfermedades malignas y
autoinmunes, particularmente la artritis reumatoide y la esclerosis miltiple. En
la clinica, TNF es inicial pero las respuestas de los tumores son raras y la
toxicidad del tratamiento es muy elevada. ElI GM-CSF es suministrado para
incrementar la produccién de granulocitos periféricos y monocitos en varios
pacientes, particularmente aguellos con leucopénia inducida por quimioterapia.
Las hormonas timicas han sido administradas a pacientes con inmunodeficienciag
congénitas y pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (205,206).

De todas las citocinas que 8e sabe afectan al sistema inmune, IL—-2 ha
recibido la méxima atencidén en la terapia contra el céncer. Loa efectos
antitumorales de IL-2 son debidos a su capacidad para activar una poblacién de
linfocitos que degtruyen células transformadas. Estas "células activadas con
citocinas"”, lisan células de tumores gue son resistentes a la lisis por células
NK (204). En la terapia con células LAK los linfocitos son removidos del
paclente, activados con IL-2 en cultivo y entonces administrados al paciente
(207) . Muchos enfernios de céncer han sido tratados, el melanoma y el céncer renal
gon los més sengibles a esta forma adoptiva de inmunoterapia. La terapia es muy
costosa y estd asociada a efectos colaterales que incluyen fiebre, hipotensidn, .
dafio hepético y renal, infarto del miocardio y sindrome de debilidad capilar que
causa edema masivo. Esta forma de inmunoterapia algin dia entrard en la préctica
oncalégica reduciendo el costo y la toxicidad del tratamiento.
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XV. UNIONES INTERCELULARES

Para funcionar de manera integrada, el tejido epitelial posee uniones de
contacto célula-célula denominadas uniones celulares. En células animales se
reconocen tres categorias funcionales de unién: a) Uniones estrechas o tight,
comunmente encontradas en células epiteliales como intestino y vejiga urinaria.
Ademds de mantener unidas las células, también se encargan de sellar el espacio
entre ellas, de tal manera que las moléculas no pueden pasar de una célula a
otra. Tratamiento con proteasas destruye las uniones tight e implica a las
proteinas como unidades estructurales esenciales para estas uniones. Otro punto
de vista, es que las uniones tight est&n formadas por la fusién de las dosg capas
lipidicas de la membrana externa (una de cada célula adyacente) formando asi, una
la&mina continua; b) Uniones huecas o de comunicacitin, probablemente son el tipo
mds comun de unién en células animales. Forman canales de comunicacién entre
células permitiendo el paso de iones y moléculas pequefias entre las células
interconectadas, por ejemplo los mensajeros secundariogs como cAMP y calcio
divalente, asi como combustibles. Inclusive el metabolismo de las células
iricerconectadas puede estar acoplado entre ellas. Estos canales de comunicacién
estdn compuestos de vonexina, proteina simple de 25 kD. Asi, seis moléculas de
conexina de la membrana del plasma de una célula estdn alineadas con otras sgeis
moléculas de conexina de la célula adyacente formando un arreglo estructural
hexagonal; y, c¢) Desmosomas, se localizan principalmente en tejido epitelial
estratificado, miocardio y tejido aracnoideo y parecen congregarse durante el
desarrollo embrionario, cuando es requerida fuerza y adhesién celular estable.

Las principales funciones de los desmosomas coinciden con su propia
naturaleza arquitecténica, que hace de ellos un complejo ideal que conjunta las
fuerzas de tensién y resistencia mecdnica en los tejidos.

Se han propuesto tres diferentes formas estructurales desmosomdticas, la
primera denominada Desmosomas Puntuales gque actuan como puntos de contacto de las
células epiteliales, y de anclaje para Jos filamentos de queratina
(Tonofilamentos) quienes cruzan el interior de .ia célula constituyendo el armazén
estructural del citoplasma. A través de este tipo desmosomdtico otros filamentos
se extienden de célula a célula. La segunda forma conocida como Hemidesmosomas
unen la superficie basal de células epiteliales a la lamina basal subyacente
(estructura especializada de la matriz extracelular). Por tltimo se presentan los
Desmogomas en Banda quienes rodean a cada célula de una capa epitelial formando
en continuo una banda desmosdmica cerca del polo apical de la célula. Bandas de
célulags adyacentes se encuentran yuxtapuestas y separadas por material
filamentoso que puede mantener unida a las membranas interactuantes. Haces
contréctiles de filamentos de actina se encuentran colocados a lo largo de la
banda dentro de cada célula, inmediatamente por debajo de la membrana plasmédtica.
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Los desmosomas estdn constituidos por varias proteinas pertenecientes a
dominios estructurales diferentes, la Placa Citopl&smica, y el Centro Membranal.
El primero se compone de proteinas no glicosiladas (Desmoplaquinas, DP) con pesocs
moleculares de 250 kD (DP-I), 215 kD (DP-II), 83 kD (DP-III o Placoglobulina) y
78 kD (DP-IV}.

El centro membranal consiste de glicoproteinas (Desmogleinas DG), cuyos
pesos moleculares son 150 kD (DG-I), 120/110 kD (DG-II/DG-IIL), y 22 kD (DG-IV),
y la calmodulina de 240 kD. Se piensa que el dominio del centro membranal esté
involucrado en la funcién adhesiva donde el calcio se une a la desmogleina, la
cual constituye la formacién de desmosomas (208).

Sa ha determinado, que el ensamble desmogsomdtico gobre membranas
plasméticas de las células epiteliales adyacentes se efectita rdpidamente por
induccién célula-célula. Intervienen en el ensamble proteinas presentes en el
citoplasma y membrana plasmdtica. Sin embargo, los mecanismos de sintesis de los
dominios y de ensamble aiin no se conocen (209). Las proteinas DP-I/II y DG-I son
los componentes principales del dominio de la placa citopldsmica y del dominio
del centro membranal respectivamente, DG-I presenta microheterogeneidad
antigénica (determinanda por anticuerpos monoclonales), lo cual refleja la
existencia de isotipos DG-I (210) que pueden darse probablemente por los
carbohidratos, o debido a que el epitope estd conformado por el polipéptido y la
porcién glicosidica.

Se han determinado cuatro estadios gque comprenden el mecanismo de
biosintesis y transporte de DG-I: a) formacidén de un conjunto de proteina soluble
nuclear glicosilada DG-I en el reticulo endopldsmico; b) el transporte de
proteinas al Complejo de Golgi (CG) para su glicosilacién; c¢) titulacién del
complejo glicoprotéico hacia un grupo insoluble, y d) el transporte del grupo
insoluble desde el CG, hacia la membrana plasmitica.

La cantidad de manosa unida a DG-I, estd en funcién de la actividad del CG
y se requiere de 60 min aproximadamente para que DG-I sea conducida a la
superficie de la membrana celular y ss ensamble a otras proteinas formando asi
los desmosomas. En el camino del CG a la superficie de la membrana plasmética se
puede detectar a esta molécula por inmunoflucrescencia y por microscopia
electrénica (56-57}.
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XVI. CITOQUERATINAS

Las cé&lulas epiteliales contienen tonofilamentosg (70 a 110 A de didmetro)
compuestos principalmente de queratinas; éstos se encuentran anclados en los
desmosomas en mancha, sobre la superficie del lado citopldsmico (en el interior
de la célula), junto con otro tipo de fibra intercelular la cual conecta lasg dos
mitades de un desmosoma en mancha a través del espacio intercelular. Los
filamentos de queratina forman parte de una red fibrosa gue se extiende por toda
la capa del epiteiio y conficre al tejido su fuerza tensora, estos filamentos se
acumulan en el citoplasma durante la vida de la célula y constituyen enlaces
cruzados entre si y con otras proteinas.

La queratina es una proteina fibrosa y bastante insoluble que esg
codificada por una familia de genes y estabilizada por grupos disulfuro con
residuos de cisteina frecuentes. La estructura tipica de las proteinas de estos
filamentos (filamentos intermedios) consiste de una formacién helicoidal de dos
o tres hebras enrolladas a su vez en una a hélice de unos 300 residuos de
longitud (211).
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I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Jl

En nuestro pais las enfermedades hematolégicas y oncolégicas ocupan un
lugar importante como causa de mortalidad. Ambos padecimientos tienen su origen
en desequilibrios de regulacién de la produccién celular. De esta consideracién
surge la importancia de realizar investigacién bédsica, enfocada al estudio de
aspectos como la regulacién de proliferacién y diferenciacién hematopoyética.

El presente estudio tiene como finalidad principal dilucidar el papel de
los factores de crecimiento hematopoyético (CSF’s) en la activacién a la
proliferacién de células estromales, como rfibroblastos y epitelios, asi como
proponer la integracién de circuitos celulares y mecanismos reguladores mediante
los cuales, en el proceso hematopoyético, participen células del estroma medular
junto con los progenitores y CSF’'s.

Finalmente trata de contribuir a vislumbrar el conocimiento hacia una
teoria acorde a la contemporaneidad que se tiene de la hematopoyesis y Su
importancia en la regulacién del sistema inmune.



Hipbétesis 41

l HIPOTBSISJ

Sabiendo que lasg células estromales participan en el proceso hematopoyético
a través de la produccién de los factores mitogénicos estimuladores de colonias
(CSF'as) y debido a su capacidad de responder a varios factores humorales
secretados por ellas mismas, entre los que se encuentran factores mitogénicos,
suponemos que los CSF’s fabricados por células de médula 6zea, induzcan a células
normales del estroma tales como fibroblastos y células epiteliales a su
proliferaciébn, explicando asi un probable mecanismo de retroalimentacién entre
células hematopoyéticas y estromales, que asegure una secrecién de novo de

factores controladores de la produccién y diferenciacién mieloide.
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OBJETIVOS

GENERAL

BESTUDIAR EL POSIBLE EFECIO MITOGENICO DE LOS FACTORES DE CRECINIENTO
HEMATOPOYETICO (CSF’a) RECOMBINANTES Y DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS PROVENIENTES
DE CELULAS MIELOIDES NORMALES Y TRANSFORMADAS EN FIBROBLASTOS Y CELULAS
BEPITELIALES DE RATON.

OBJEI'IVOS PARTICULARES

-Batablecer el tiempo en que las poblaciones de fibroblastos y epitelios de ratén
en cultivo alcanzan la densidad de saturacién.

-Bvaluar el efecto proliferador de los medios condicionados provenientes de
macréfagos residentes e inducidos de la cavidad peritoneal de ratones normales,
asi como los obtenidos de lineas celularea de tipo macrofdgico WRISH.1 y
carcinoma de vejiga humana 5637, Bobre fibroblastos y células epiteliales de
ratén normales.

-Determinar el efecto mitogénico de IL-~3, GK-CSF, G-CSF y HN-CSF sobre la
proliferacién de fibroblastos y células epiteliales de ratén.
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' MATERIALES Y METODOS H

MATERIAL BIOLOGICO

En este trabajo se emplearon ratones hembras y machos de 4-6 semanas de
edad y neonatos (10 dias) de la cepa CD-~1, a los cuales se les extrajeron
pulmones, rifiones y células de la cavidad peritoneal residentes e inducidas.

Se usaron lineas celulares de tipo macrofégico WR19M.1 y carcinoma de
vejiga humana 5637.

CULTIVOS CELULARES

Los cultivos celulares se desarrollaron en cajas de petri de 60 x 15 mm y
en placas de cultivo de 96 pozos (Costar, Cambridge, Massachusetts) con 5 y 0.2
ml respectivamente del medio minimo esencial de Eagle (DMEM) (Gibco Laboratories,
U.S.A.), al DMEM se le adiciondé 100 pg/ml de estreptomicina, 100 U/ml de
penicilina G y 3.7 g/l de bicarbonato de sodio, con la finalidad de evitar
contaminacién y mantener un pH de 7.2; este DMEM se complementé con 10% de suero
fetal bovino (Microlab, México), previamente desactivado a 56°C durante 30 min.
Los cultivos celulares se mantuvieron en una incubadora (Form Scientific,
Divigion of Mallincrodt, Inc. U.S5.A.) a una temperatura de 37°C, con una
atmésfera conteniendo 10% de €0, y humedad saturante a punto de rocio (95%).

CELULAS

Los fibroblastcs de pulmén de ratén se obtuvieron por disgregacién
enzimdtica, empleando Colagenasa tipo IA (Sigma Chemical) al 0.05% en
amortiguador de fosfatos (pH 7.2) a una temperatura de 37°C en periodos de 10 y
30 min. Se trabajé con el segundo disgregado, el cual se lav$ dos veces con DMEM
por centrifugacién a 500 g durante 5 min. Se sembraron 2 x 10° células en placas
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de cultivo de 60 x 15 mm, incubdndose durante un periodo de 7 dias. Los
subcultivos se obtuvieron de estas células después de removerlas con tripsina al
0.05% en Verseno (pH 7.7) durante 5 min a 37°C. Todos los experimentos se
realizaron a partir del segundo subcultivo, sembrando 2.5 x 10° células
fibrobldsticas, en placas de cultivo de 96 micropozos de 200 ul (Nunclon,
Dinamarca).

Las células epiteliales de rifién de ratén fuerén obtenidas por disgregacién
enzimdtica, usando Tripsina tipo II (Sigma Chemical) al 0.025% en amortiguador
de fosfatos (pH 7.2) a una temperatura de 37°C en periodos de 5 y 15 min. Se
trabaj6é con el segundo disgregado el cual se lavé dos veces con DMEM por
centrifugacién a 500 g durante 5 min. Se sembraron 3 x 10° células en placas de
cultivo de 60 x 15 mm incubdndose durante un perfodo de 4 dias. Los subcultivos
se obtuvieron de estas células al tratarlag con una solucién de verseno (pH 7.7)
durante 1 min a 37°C, posteriormente fueron removidas con tripsina al 1% en
solucidn de verseno (pH 7.7) durante 5 min a 37°C Los experimentos se realizaron
a partir del segundo subcultivo sembrando 5 x 10° células epiteliales, en placas
de cultivo de %96 micropozos de 200 ul (Nunclon, Dinamarca).

Los macré6fagos residentes de la cavidad peritoneal se obtuvieron lavando
3 veces la cavidad con 10 ml de solucién salina de fosfatos fria (pH 7.2),
posteriormente las células obtenidas se lavaron 3 veces con DNEM centrifugdndolas
a 500 g durante 5 min. A continuacién se sembraron 6 X 10° de estas células en
DMEM complementado con 10% de suero de caballo (5C), dejdndolas adherir durante
1 hora a 37°C. Posteriormente se separaron las células no adherentes y se agreg6
DMEM fresco complemc~tado con 10% de SC y 1 ng/ml de lipopolisacdridos de
Salmonella typhimurium (Sigma, St. Louis Mo, USA) y se incubaron durante 4 dias
a 37°c.

Las células inducidas de la cavidad peritoneal se obtuvieron al inyectar
intraperitonealmente 3 ml de caseinato de sodio (Difco Laboratories, Detroit,
Michigan) al 10% en solucién salina de fosfatos (pH 7.2). Después de 4 dias se
recuperd el exudado peritoneal por medio de lavados con solucién salina de
fosfatos (pH 7.2). Una vez obtenidas las células se sembraron 6 x 10° en DMEM
complementado con 10 % de SC, permitiendoles adherirse durante una hora, al
término de 1la cual se retiro el sobrenadante y se agregé DMEM fresco
complementado con 10% de SC, dejandose incubar durante 4 dias.

PREPARACION DE MEDIOS CONDICIONADOS

Se obtuvieron macréfagos residentes de la cavidad peritoneal de ratén y se
sembraron 8 x 10° de células en cajas Petri de 5§ ml con DMEM complementado con
10% de SC. Los macréfagos se estimularon con 1 ng/ml de lipopolisacaridos
bacterianos (LPS) de Salmonella typhimurium (Sigma, ST, Louls, Mo, USA). Las
células se mantuvieron en cultivo durante 4 dias y transcurrido este tiempo, se
colectd el sobrenadante, siendo este el Nedio Condicionado de Macréfagos
residentes de la cavitad peritoneal.

Para obtener el Medio Condicionado de Macréfagos Inducidos de la cavidad
peritoneal, los ratones se inyectaron con 3 ml de Caseinato de Sodio (Difco,
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Laboratories, Detroit, Michigan) al 10% en solucién salina, cuatro dias después
el ratén es sacrificado y la obtencién de este medio condicionado se efectué de
la manera antes citada para células residentes.

Los medios condicionados de la linea celular macrorfédgica WR19MS.I y del
carcinoma de vejiga humano 5637 se obtuvieron después de sembrar 2 x 10° células
en cajas de cultivo de 60 x 15 mm con DMEM complementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) durante 4 dias, al término de los cuales se colecté el gobrenadante,
siendo este el medio condicionado utilizado en los ensayos de prolitreracidn
celular.

&) DETERMINACION DE DESNOGLEINA UNC (INMUNOFLOURESCENCIA)

La técnica de inmunofluorescencia se utilizé para determinar el origen
epitelial de los cultivos celulares. Para ello, las células (fibroblastos y
epitelios) se hicieron proliferar en cubreobjetos de vidrio y una vez gue
llegaron a confluencia fueron fijadas con metanol y permeabilizadas con acetona
a -20°C durante 5 min. A continuacién se incubaron con el anticuerpo policlonal
antidesmogleina de conejo duiinte 30 min, posteriormente Se incubaron con el
conjugado de Jisotiocianato de rluoresceina y anti conejo (FITC), lavéndose
exhaustivamente entre las incubaciones con una solucién amortiguadora tris (TBS)
conteniendo 1% (p/v) de albamina. Finalmente las células se montaron en una
solucién de glicerol al 90% en TBS y 1 mg/ml de paradifenildiamina (Sigma
chemical Co. U.S5.A.}.

Los desmogomas Se obtuvieron gracias a la donacidén del Dr. Rubén Dario
Martinez, quien los prepararé a partir de epitelic de hocico de bovino (212),
mientras que el anticuerpo antidesmogleina lo obtuvo del suero de conejos
inmunizados con desmogleina.

b) DETERNINACION DE CITOQUERATINAS (INMUNOFLUORESCENCIA)

Se realizé citospin con 5 x 103 células epiteliales y fibrobldsticas, las
cuales se fijaron .con una solucidén de glutaraldehido al 1.1% en MC. durante 10
min. Posteriormente se permeabilizaron durante 5 min con una solucién de tripsina
tipo IV, recién preparada (Sigma Chemical, U.S.A.) al 0.025% en una solucién
buffer de fosfatos. Paso giguiente, las células se incubaron con una mezcla de
suero fetal bovino y suero humano relacidén 1:10, durante 30 min en cdmara himeda
a temperatura ambiente.
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Finalmente, se les adicioné el ant:.cuerpo primario anticitoqueratina KG
8.13 (DAKO/AS Denmark), dejéndose durante 45 min. Posteriormente, las células
fuerén sometidas al anticuerpo secundario GAM-FITC GOAT (DAKO/AS Denmark),
durante 30 min en cémara himeda y obscura a temperatura ambiente. Entre cada una
de las incubaciones se lavé exhaustivamente con un amortiguador de fosfatos a pH
7.35-7.45, las células se contrastaron con colorante azul de Evans y se montaron
con glicerol al 90% en solucién amortiguadora de fogfatos. La observacién de las
células que mostraron fluorescencia se efectuaron con ayuda de microscopioc de
epifluorescencia (Olympus BH-2, Japon).

CINETICAS DE PROLIFERACION DE ESTIRPES CELULARES (TECNICA CRISTAL VIOLETA)

Para establecer el tiempo de duplicacién (TD) de las poblaciones celulares
(epiteliales y fibrobldsticas), asi como el tiempo de fase estacionaria (TFE) en
el sustrato de cultivo, se realizaron subcultivos de cada una de las estirpes
celulares obtenidas. Para ello se sembraron con la ayuda de una cémara de
Neubauer (American Optlcal, U.S5.A.) células epiteliales y flbroblést cas en
placas de cultivo de 96 micropozos a una densidad de 2.5 x 103 y 5 x 10°/pozo,
migmas que se mantuvieron en incubacién durante 14 dias respectivamente.

La evaluacidén celular, se realizé por la técnica de Iincorporacién de
cristal violeta, en la que, las células adheridas se fijaron con una solucién de
glutaraldehido al 1.1% en MC durante 10 min, posteriormente se lavaron con agua
bidegtilada y se tifieron con solucién de cristal violeta al 0.1% en amortiguador
de dcido férmico pH 6 durante 20 min con agitacién mecdnica vigorosa; las células
se lavaron exhaustivamente con agua bidestilada y se secaron al aire, el
colorante fijado en los nicleos celulares se extrajo con una solucién de dcido
acético al 10% en agua bidestilada durante 20 min.

Finalmente se efectuaron las lecturas en un aparato lector de ELISA MR-250
(Dinatech, Laboratories, U.S.A.) a una longitud de 590 nm.

Para determinar el nimero celular ge procedié a la elaboracién de curvas
patrén para ambos tipos celulareg, cuyas variables son absorbancia contra numero
celular, el cual es controlado. Los datos obtenidos experimentalmente como
lecturas de absorbancia, son interpolados en esta curva (Figuras 3,4}).
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FIGURA. 2 Curva de calibracién de células epiteliales de rifibn de ratén. Las
variables son absorbancia y numero celular. Las lineas punteadas

indican los limites de confianza del ajuste de los datos a la
ecuacibn.
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Curva de calibracidn de células fibrobldsticas de pulmén de ratén. Las
variables son absorbancia y nimero celular. Las lineas puntesadas
indican los limites de confianza del ajuste de los datos a la
ecuacidn.
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INDUCCION DE LA PROLIFERACION CELULAR POR CSF's Y MEDIOS CONDICIONADOS (TECNICA
DE INCORFORACION DE TIMIDINA TRITIADA)

Para evaluar el efecto mitogénico de los factores de crecimiento
hematopoyético (CSF’'s) y de los medios condicionados (MC) provenientes de
macréfagos residentes e inducidos de la cavidad peritoneal, asi como de las
lineas celulares de tipo macrofdgico WRI9M.l1 y del carcinoma de vejiga humano
5637 sobre células epiteliales y fibrobldsticas normales de ratén, se
sembraron ambos tipos celulares a una densidad de 2.5 x 10° y 5 x 10
células/pozo respectivamente, durante 5 dias en DMEM complementado con 10% de
suero fetal bovino. Transcurrido este tiempo se retiré el sobrenadante y los
cultivos se lavaron dos veces con DMEM, posteriormente se adicioné 100 ul de DMEM
fresco libre de suero junto con los inductores a concentraciones de rhPDGF 2.5
ng, rhirn~2 1000 U, rhIL-3 100 ng/ml, rhGM-CSF 100 ng/ml, rmGM-CSF 100 ng/ml,
rhG~CSF 250 ng/ml, rhM-CSF 50 ng/ml. Donde rh = recombinante humano y rm =
recombinante murino.

Los medios condicionados se utilizaron a 25, 50, 75 y 100 ul; incubdndose
por un periodo de 16 hrs, al término del cual se adicionaron 10 ul de una
solucién de timidina tritiada con una actividad especifica de 6.7 Ci/mmol (NEN
Research Products, DUPONT, USA) al 10% en ME, dejandose incubar por 8 hrs. La
reaccién fué detenida por congelacién a -20°C durante media hora. La timidina que
no fué incorporada al DNA celular, se elimindé por medio de lavados (dos) con
solucidn amortiguadora de fosfatos fria (pH 7.2), una segunda serie de lavados
(dos) con 4&cido tricloro-acético al 10% frié fué llevada a cabo. La cosecha
celular se efectud por succién al vacio empleando un cosechador (MH-12 Brandel).
Finalmente se midié la incorporacién de timidina tritiada, utilizando liquido de
cetelleo (Ready Safe, Beckman Instruments) y contador de centelleo (Beckman
Instruments).

CITOCINAS

Las citocinas que se emplearon en esta investigacién son las siguientes:
Factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) recombinante humano con
actividad especifica de 1 -3 ng/ml, Interleucina 3 (IL-3) recombinante humana con
una actividad de 40 x 10% U/mg, Factor estimulador de colonias de granulocitos
y macroéfagos (GM-CSF) recombinante humano con actividad de 40 x 10° U/mg de
proteina, Factor esczmulador de colonias de granulocitos (G~CSF) recombinante
humano con actividad de 10° CFU/mg de proteina, Factor estimulador de colonlas
de macréfagos (M~CSF) recombinante humano con actividad especifica de 2 x 10°
U/mg, Interleucina 2 (IL-2) recombinante humana 10 x 10° U/ml.

U = Unidades formadoras de colonias.

Con excepcidén del M~CSF (Genzime, Boston MA,EU), los CSF's fuerdn obtenidos
de Inmunex, Seattle WA, EU. La IL-2 fué donada amablemente por el M.D.,Ph.D.
Steven A. Rosenberg del Departamento de Cirugia, Divisién del Tratamiento del
cédncer, Bethesda, Maryland, U.S.A.
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El factor de crecimiento derivado de plaqueta PDGF se obtuvo de R&D Systems
U.S.A.

Para las cinéticas de proliferacién celular se efectuaron dos experimentos
cada uno por duplicado.

Los ensayos de proliferacién celular se llevarén a cabo de la siguiente
manera: para las células fibrobldsticas fuerén 5 los experimentos realizados,
mientras que para las células epiteiales se efectuaron 4; cada experimento se
realizé por triplicado.

Los datos cuantitativos obtenidos en los ensayos de proliferacién celular
(Tablas 11,12) fueron sometidos a un andlisis multivariado denominado anélisis
de discriminantes (213), seleccionado por definir de manera cualitativa grupos
de afinidad de respuesta, en este caso por parte de las células estromales con
respecto a los factores de crecimiento hematopoyético. Es decir si dichas célulasg
responden de manera similar a mds de un factor, esto se refleja en la formacicn
de grupos de afinidad. A cada uno de los tipos celulares (epitelial y
fibrobldstico) se les aplicé de manera independiente dicho andlisis.

Para reconocer la calidad de los datos experimentales se llevo a cabo un
resumen estadistico de cada variable (inductores de crecimiento), para ello se
utilizé los denominados diagramas de caja, conteniendo la prueba de Fpseudosigma,
siendo esta de gran utilidad para comparar el nivel de las medianas, y detectar
si existe o no diferencias significativas entre las variables. El diagrama de
cajas es util en varias formas, por ejemplo nos determina los probables valores
extremos gue deben ser considerados con reserva para explicar el comportamiento
de una variable. En nuestro caso, se utilizé como primer pasoc para seleccionar
aquellos valores experimentales que se encontraron dentro del intervalo de
confianza (caja y bigote} y utilizarlos en el andlisis de digscriminantes (214).
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PRUBBAS DE ANTIDESMOGLEINA Y ANTICITOQUERATINA EN LOS CULTIVOS CELULARES.

con la finalidad de corroborar el origen epitelial de los cultivos que por
examen visual consistian de células con morfologia epitelial, se evalud mediante
inmunofluorescencia la presencia de desmogleina (proteina caracteristica de las
uniones intercelulares de adherencia del tipo desmosdémico de los epitelios) y
citogqueratina (proteina que forma parte de los filamentos intermedios de
gueratina o tonofilamentos caracteristicos de este tipo celular) en nuestros
cultivos.

Los resultados son los siguientes: para desmogleina los cultivos que por
observacién se consideraron epiteliales, respondieron positivamente al anticuerpo
en un 100%, mientras que agquellos considerados como fibroblastos presentan una
respuesta negativa a este ensayo (datos no mostrados). La prueba de
citogqueratinas se efectud en los cultivos, Linea celular de carcinoma de vejiga
humana 5637 (testigo positivo), fibroblastos de pulmén de ratén (testigo
negativo), mezclas celulares consistentes de células epiteliales y fibroblédsticas
y por dltimo a cultivos de células epiteliales. Para el testigo positivo la
respuesta a citoqueratinas fué del 100 & (Fotografia 1), mientras gque en el
testigo negativo no hubo respuesta alguna (Fotografia 2); para los cultivos de
mezcla cevlular la respuesta positiva fué de 30% (Fotografia 3), mientras que en
log cultivos de epitelios lo fué de 90% (Fotografias 4 y 5). Los porcientos dados
anteriormente, estdn referidos cualitativamente con respecto al total de la
preparacién observada al microscopio.

Asi, sélo los cultivosg que por observacién fuerdn considerados epitelios
y que respondieron positivamente en ambas pruebas, se utilizaron en los
experimentos como céluias epiteliales, mientras que aquellos con respuesta
negativa en ambas pruebas se emplearon como célulag fibrobldsticas (Tabla 10).
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Focografia K1 Prueba de citoqueratinas en células de carcinoma de vejiga humana
5637 marcadas con el anticuerpo GAN-FICT GOAT. So ohserve una

respuesta celular poaitiva al anticuerpgy el :dtran de marcaje
membranal y citopliasmico indica inespecificidad.
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Fotografia N2. Prueba de citoqueratinas en fibroblastos de pulmén de ratén,
se observa una regspuesta negativa al anticuerpo GAN-FICT GOAT.
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Fotografia ¥3 Prucba de citogueratinas en cultivos nixtos de célylas
epiteliales y [fibrobldaticas. La flecha indica algunas de las
células epiteliales marcadas con el anticuerpo GAM-FICT GOAT. Las
células fibroblisticas no respondieron a este anticuorpo.
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Fotografia &4  Prucba de citoguweratinas ea ¢délulas epiteliales de rijidén de rotdn
marcadas con el aniicuerps GRAE~FICT GOAT. Se observa una respuesta
celular pogsitiva al anticuprpo, @l patrdn de marcaje es membranal
y citoplasmico.
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Fotografia x5 Prueba de citogueratinas en citospin de células epitelialga de
rifén de raton, la flecha indica un patron de marcaje mombranal.
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TABLA 1C. PRUERAS DE DESMOGLEINA Y CITOQUERATINAS PE LAS
ESTIRPES CELULARES OBTENIDAS EN CULTIVO

ESTIRPE CELULAR HORFOLOGIA RESPUESTA AL PATRON
CELULAR AMNTICUERPO DE TINCIOH
PARA DESHOGLEINA ANTI-DG
EPITELIO DE RINON EPITELIAL (+) CITOPLASMICO
GRANULAR
FIBROBLASTO DE PULMON FIBROBLASTICA )
PARA CITOOUERATINAS ANTI-CIT

CARCINOMA DE VEJIGA

HUMANA 5637 (TESTIGO +) EPITELIAL (+) CITOPLASMICO
MEMBRANA

FIBROBLASTO (CONTROL -} FIBROBLASTO )

EPITELIO Y EPITELIAL (+) CITOPLASHA

FIBROBLASTO (MEZCLA) FIBROBLASTO )

EPITELIO (CITOSPIN) EPITELIAL (+) CITOPLASMA
MEMBRANA

ANTIDESMOGLEIHA
ANTICITOQUERATINA

ANTICUERPOS ANTI-DG
ANTI-CIT

non



Resgultados 58

CINETICAS DE PROLIFERACION

Con el propésito de conocer algunos pardmetros cinéticos, como el tiempo
de duplicacién celular (TD) y tiempo de obtencién de fase estacionaria (TFE) en
nue.tras condiciones de cultivo, se realizaron las cinéticas de proliferacién de
las células epiteliales y fibroblastos.

Para las células epiteliales se obtuvo un TD de 33 hrs, y 5 dias para TFE,

ya que a partir del dia 6 se detecté una disminucién en el numero celular
manteniéndose éste hasta el dia 14 (Figura 5).

CINETICA DE PROLIFERACION
DE CELULAS EPITELIALES

0NUM. CEL. (x10?)

[ L RS SNV RIS R OT S S | [PPSR

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias

Figura. 5 Cinética de proliferacién de células epiteliales. El1 ?ﬁmezo inicial
de células sembradas en pozos de 200 pl fué de 5 x 10



CINETICA DE PROLIFERACION DE
FIBROBLASTOS

NUM. CEL. (x 1000)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias

Figura. 6 Cinética de proliferaci6én de fibroblastos. El nimero inicial de
células sembradas en pozos de 200 ul fué de 2.5 x 103,

La evaluacién de TFE nos permite determinar el momento en el cual las
células se encuentran en estado quiescente y por tanto susceptibles de responder
a egtimulos mitogénicos.

Los fibroblastos muestran un TD menor que aguel de los epitelios, siendo

éste de 27 hrs y el TFE se alcanz6 entre el quinto y sexto dia, observéndose una
ligera disminucién en el numero celular hasta el catorceavo (Figura 6).
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LOS MEDIOS CONDICIONADOS POR MACROFAGOS RESIDENTEBS Y POR LA LINEA DE TIPO
MACROFAGICO WRI9M.1 INDUCEN UN BEFECTO MITOGENICO SIMILAR SOBRE FIBROBLASTOS Y
CELULAS EPITELIALES

Con la finalidad de determinar si existe un vinculo entre células
hematopoyéticas y células estromales y tomando en consideracién el hecho de gque
células del linaje monocito-macréfago al ser estimuladas por citocinas (M-CSF),
producidas por tipos celulares especificos en proliferacién activa
(fibroblastos), liberan una molécula que es capaz de estimular la formacién de
colonias granulociticas (6). Se evalué si en los MC provenientes de macréfagos
residentes e inducidos de la cavidad peritoneal y de la lineas de tipo
macrofdgico WR19M.1 también existe actividad mitogénica para ?élulas epételiales
y fibrobldsticas. Con esta finalidad se cultivaron 2.5 x 10° y 5§ x 10° células
fibrobldsticas de pulmén de ratén y epiteliales de rifién de ratén respectivamente
durante 5 dias hasta alcanzar sus TFE, al término de éste se adicionaron
diferentes cantidades de cada uno de los MC. Se utilizaron también 2.5 ng de PDGF
como testigo positivo en los ensayos con fibroblastos, un testigo recombinante
negativo con 1000 U/ml de IL-2 y un cultivo sin inductor en ausencia de sueroc
fetal bovino.

Al efectuar la dosis-respuesta con diferentes cantidades del MC por
macréfagos residentes, se obgservé una fuerte induccién de la proliferacién para
fibroblastos, a concentracionesg de 25 y 50 uyl (MC25 y MC50) mientras que para las
concentraciones mayores fué considerablemente m&s baja (Gréfica F-1).
consideramos que esta reduccién puede ser debida a la posible liberacién de
factores inhibidores o algun efecto citotéxico en los MC. Como era de esperarse
en este ensayo la induccién a la proliferacién aumentd a medida que Be incrementé
la concentracién de suero en el cultivo, asi como una respuesta positiva al
utilizar el PDGF y una negativa con el IL-2, Por otro lado, al utilizar el MC de
la linea WRI9M.1 el mayor efecto proliferador lo obtuvimos con la menor
concentracién de 25 pl (MC25) disminuyendo éste a medida que se incrementaba la
concentracién del MNC (Grdfica F-2)., Andlogamente se noté un aumento en la
proliferacién conforme se elevaba la concentracién de suero y con PDGF, mientras
que no hubo ninguna con IL-2. Cabe destacar que en ambos ensayos el efecto
observado con 25 pyl fué un poco mayor que aquel dado por PDGF, siendo éste un
mitégeno conocido para este tipo celular.

Como en estos ensayos encontramos que la cantidad de MC de 25 yl
proporcionaba una fuerte induccidén a la proliferacién, consideramos pertinente
utilizar para nuestros ensayos posteriores esta concentracién. Los resultados
obtenidos (Grdficas F-3, E-1, E-2) muestran que los MC por macréfagos residentes
de la cavidad peritoneal estimulados con LPS (RLPS) y por la linea WRI19M.1 (WRI19)
ejercen un efecto mitogénico similar sobre fibroblastos y epiteliovs, siendo
ligeramente mayor el dado por los macréfagos residentes; asi mismo, se observd
que el MC por macréfagos inducidos de la cavidad peritoneal activados con LPS
(ILPS) inhiben la proliferacién de fibroblastos, pero no asi la de epitelios,
donde actia como proliferador dando una respuesta similar que el MC de WRI9.
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PROLIFERACION DE FIBRORILASTOS

CPM (x 1000)

NEG. | 5%SF [10%SF|PDGF| 1L-2 [MC25|MCs0| MCTs[MC100

FIB-1{ 3,16 | 5,34 | 8,39 | 7,27 | 2,91 | 11,93 | 14,51 | 3,5 |6,3l|

VARIABLES: HEG., 5%SF, 10%SF, PDGF, IL-2
MC-RLPS [25, 50, 75, 100] ul,

GRAFICA F-1.

Evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
concentraciones del medio condicionado de macréfagos residentes
de la cavidad peritoneal (MC-RPLS); testigo positivo PDGF 2.5 ng;
testigo negativo IL-2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG).
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PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

CPM (x 1000)

10¢

MC100
4.49

VARIABLES: HEG., 5%EF, 10%5F, PDOP,
EL-2, MC-WR1S [25, 58, 75, 108] ul.

GRAFICA F-2. Evaluacién de la proliferacién de fibroblagtos de pulmén

(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
concentraciones del medio condicionado de la linea macrofégica
WRI9M.1; testigo positivo PDGF 2.5 ng; testigo negativo IL~2
1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG).



Resultados 63

PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

CPM (x 1000)
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I 'NEG. | S%SF [10%SF/PDGF| IL-2 |RLPS] 5637 [WR19] ILPS |
[FIB-3. 4,03 10,34 | 10,57, 7,5 | 2,52 | 8,03 | 3,58 | 5,25 | 1,09 |

VARIABLES: NBG., §%SF, 1{%S¥, PDGY,
IL-2, MC(RLPS, 5637, WR1S, ILF5)-[25] ul

GRAFICA P-3. Evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de los medios
condicionados de macréfagos residentes de la cavidad peritoneal
de ratén (RLPS), del carcinoma de vejiga humana 5637 (MC-5637),
de la linea celular macrofdgia WRI9M.! (WR18) y de macréfagos
inducidos de la cavidad peritoneal de ratén (ILPS), todos a una
concentracién de 25 ul; testigo positivo PD3F 2.5 ng, testigo
negativo IL-2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG).



GRAFICA

EPI-2| 2227 | 30,67 | 37,12 | 13,24 | 32,4 | 58,26 | 28,153 |28,392

VARIABLES: HEQ., 5%SF, 10%SF, [L.2,
MC-RLPS, 5637, WR19, ILFS [25] ul.

B-1
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PROLIFERACION DE EPITELIO

CPM (x 1000)

70
60}
50
40
301
20}
10 : -
ok

NEG. | swsF [1083F| 102 | RLPS | 5637 [ WR1S| 1LPS.

Evaluacién de la proliferacién de células epiteliales de rifién
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de los medios
condicionados de macréfagos residentes de la cavidad peritoneal de
ratén (RLPS), del carcinoma de vejiga humana 5637 (5637), de la
linea celular macrof&gica WRI19M.1 (WR19) y de macréfagos inducidos
de la cavidad peritoneal de ratén (ILPS), todos a una concentracién
de 25 pul; testigo positivo PDGF 2.5 ng, tegtigo negativo IL-2 1000
U. y 0% de suero fetal bovino (NEG).
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PROLIFERACION DE EPITELIO

CPM (x 1000)

16
14
12+
10

QN O

NEG. | 5%SF | 10%SF | RLPS | 5637 | WR19 | ILPS
EPI-4; 1,76 15,19 | 13,68 | 11,05 | 10,85 6,49 5,24

VARIABLES: NEG., 5%SF, {0%SP, MC-KLPS,
5637, WR19, ILF5 [25] ul.

GRAFICA %-2. Evaluacién de la proliferacién de células epiteliales de riidn
(incorporacién de timidina tritiada} en presencia de loa medios condicionados de
macréfagos residentes de la cavidad poritoneal de ratén (RLPS), del carcinoma de
vejiga humana 5637 (5637), de la linea celular macroffgica WRI9M.1 (WR19) y de
macréfagos inducidos de la cavidad peritoneal de ratén (ILPS), todog a una
concentracidén de 25 ul; teatigo negativo 0% de suerc fetal bovino (NEG).
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EL MEDIO CONDICIGNADO POR LA LINEA CELULAR DE CARCINOMA DE VEJIGA HUMANA (5637)
INDUCE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS Y EPITELIOS DE RATON

Con base en los resultados obtenidos anteriormente acerca de que el medio
condicionado de macréfagos residentes rico en G-CSF (215), induce la
proliferacién de células estromales, se consideré pertinente determinar el
posible efecto mitogénico del medio condicionado por la linea celular 5637 que
as conocida como una fuente secretora de G-CSF. Para ello se efectuaron ensayos
utilizando 2500 fibroblastos en presencia de diferentes concentraciones del MC
de la linea 5637; como en ensayos anteriores se utilizé PDGF (2.5 ng) como
testigo positivo y 1000 U/ml de IL-2 como testigo negativo. La Gréafica F-4
muestra que a una concentracidén de 25 ul del MT se presenta la méxima
incorporacién de timidina tritiada, siendo este resultado similar al obtenido con
PDGF .

PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS
CPM (x 1000)

NEG. | 5%SF |10%SF|PDGF| IL-2 |MC25 MC50!MC75 MCIO(#
FIB-1| 3,16 | 5,34 | 8,39 | 7,27 | 2,91 | 6,97 | 3,47 | 5,18 A3,5‘J

YARIABLES: HEG., 5%SF, L0%5F, PDGF,
IL-2, MC-5637 [25, 50, 75, 100] ul.

GRAFICA F-4. Evaluacién de 1la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
concentraciones del medio condicionado del carcinoma de vejiga
humana 5637 (MC-5637); testigo positivo PDGF 2.5 ng; testigo
negativo IL-2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG}.
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En la Gréfica F-3 se observa que los MC por las lineas celulares 5637 y
WR19 M.l (WR19) presentan capacidades mitogénicas similares.

La respuesta gque presentarén las células epiteliales al MC por la linea
5637 se muestra en las Grédficas E-1 y E-2, donde se observa una mayor
proliferacién con este MC que con aquellos de macrofagos y la linea WRI19.
Consideramos que esta gran induccién a la proliferacién del MC proveniente de una
fuente celular epitelial para células de este mismo origen puede relacionarse con
la secrecién de factores endSgenos encargados de mantener la viabilidad y la
proliferacién de este tipo de células.

LOS FACTORRS DE CRECINIENTO HEMATOPOYETICO BJYERCEN UN EFECTO MITOGENICO DIFERENTE
SOBRE FIBROBLASTOS Y CELULAS EPITELIALES

Los resultados anteriores nos condujeron a suponer que el G~CSF pudiera ser
el factor que inducia la proliferacién de fibroblastos. En consecuencia y con la
finalidad de apoyar esta hipbtesis se empleS G-CSF recombinante humano para
evaluar su posible efecto mitogénico en fibroblastog., Tal como se esperaba, dicho
factor resultd tener un fuerte efecto mitogénico sobre este tipo celular (Grdfica
F-5). Todos estos hallazgos junto con los datos acerca de que GM-CSF también
induce actividad mitogénica en carcinémas de células pequefias de pulmén (2) y
estimula la proliferacién de células endoteliales (75), nos inducen a pensar en
la posibilidad de gue otros factores de crecimiento hematopoyético pudieran
también presentar la capacidad de afectar la proliferacién de células no
hematopoyéticas,

Los resutados obtenidos muestran wuna respuesta diferente de los
fibroblastos y epiteliog a los CSF’s. De manera general se observa que el M-CSF
ejerce el mdximo efecto estimulador a la proliferacién en células fibrobldsticas
(Grdficas F-5, F-6, F~7, F-8, F-9 y F-10). Tomando en consideracién que el M-CSF
es una proteina producida constitutivamente por este tipo celular puede suponerse
que el efecto mitogénico dado por el factor recombinante estuvo potenciado por
la cantidad de protefna (CSF-1) liberada al medio in situ. En orden de intensidad
de respuesta, GM-CSF también produce efecto mitogénico aunque menor que la
proteina anterior sobre las células fibrobldsticas; aungue M~CSF y GM-CSF son
factores que Sinergizan para estimular proliferacién, en nuestros ensayos no gse
detecto sinergismo entre el factor producido endégenamente y la citocina exdgena.

En lo gque respecta a IL-3 y G-CSF, de manera general, ambas proteinas
presentaron un efecto proliferador similar, segin se observa en las gréficas
citadas anteriormente; aunque su efecto mitogénico es moderado, se detecta que
representan en nimerc de cuentas, aproximadamente el doble con resgpecto al
negativo.
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PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

CPM (x 1000)

S

v

10¢

i
y

7,27

VARIABLES: HBQ., 3%8F, 10%3F, PDGF,
11.2, IL-3, G-CS¥, M-C8F,

GRAFICA F-5. Evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
inductores, rhIlL-3 100 ng, rhG-CSF 250 ng, rhM-CSF 50 ng;
teatigo positivo PDGF 2.5 ng; testigo negativo IL~2 1000 U y
0% de suero fetal bovino (NEG).
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PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

CPM (x 1002)

NEG. | 5%SF {10%SF|PDGF| IL-1 | IL-2 | IL-3 GMCSHG-CSFM-CSF

FIB-2(10,87|41,75|23,83} 7,5 |15,75| 3,33 | 11,81

48,22110,46 (45,96

YARIABLES: NEG., 5%SF, 10%SF, PDGF,
IL.1, fL-2, IL-3, QMCSF, G-CSF, M-CSF.
CONRTROL POSITIVO (IL-1).

GRAFICA F-6.

Evaluacién de la proliferacién de <fibroblagtos de pulmén

na tritiada) en presencia de diferentes
inductores, rhIL-3 100 ng, rhGM-CSF 100 ng, rhG-CSF 250 ng,
rhM-CSF 50 ng; testigo positivo PDGF 2.5 ng e IL-1 100 ng;
testigo negativo IL-2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG).

(incorporacién de timidi
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GMCSF|

YARIABLES: NEG., 5%SF, 10%SF, PDG?,
1L-2, IL-3, GMCSF, G-CSP, M-CS?,

3,58

GRAFICA F-7.

Evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
inductores, rhIL-3 50 ng, rhGM-CSF 50 ng, rhG-CSF 100 ng,
rhM-CSF 50 ng; testigo poaitivo PDGF 2.5 ng; tesgtigo negativo
IL~2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEGQ).



Regultados 71

PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

CPM (x 1000)

A

NEG. | 5%SF (10%SF |{PDGF | IL-2 IL-3 J\GMCSF G-CSF | M-CSF

FIB-4/10,99 (47,13 | 53,77 16,7 12,75 16,94 116,29 | 15,77 : 24,61

VARIABLES: HEG., 5%5F, 10%8F, PDGF,
IL-2, IL-3, GMCSF, G-CSF, M-CSF.

GRAFICA F-8. Evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en pregencia de diferentes
inductores, rhIL~3 200 ng, rhGM-CSF 100 ng, rhG-C8F 350 ng,
rhM-CSF 50 ng; testigo positivo PDGF 2.5 ng; testigo negativo
IL-2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG).



GRAFICA
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PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS

CPM (x 1000)

14
12
10 |-

[— 2 )

10%SF G-CSF

[FIB-S 9,1 ji}d 1,13

YARIABLES: HEG., 5%SF, i0%5F, PDOF
IL-2, IL-3, GMCSF, G-CSK, K-CSP.

r-9. Evaluacién de 1la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
inductores, rhIL-3 200 ng, rhGM~CSF 200 ng, rhG-C8F 350 ng,
rhM¥-CSF 50 ng; testigo positivo PDGF 2.5 ng; testigo nagativo

IL-2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG).
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NEQG. | 5%8F (10%SF | PDGF| IL.2 IL-3 |GMCSF{G-CSF|M.CSF
FIB-6| 2,48 | 68,65| 71,5 |75,65| 2,5 | 4,93 | 5,67 | 4,62 | 13,68

VARIABLES: NEG., 5%5F, 10%SF, PDGP,
IL-2, IL.3, QMCSF, G-CSF, M-CSF.

GRAFICA F-10. Evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de pulmén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
inductores, rhIL-3 200 ng, rhGM-CSF 200 ng, rhG-CSF 350 ng,
rhN-C3F 50 ng; tedgtigo poaitivo PDGF 2.5 ng; testigo negativo
IL-2 1000 U y 0% de suero fetal bovino (NEG).
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Se obtuvo una respuesta mitogénica alternada por células epiteliales a loas
factores GM-CSF y M-CSF, ya que en algunos ensayos le respuesta de ambos fué
equiparable, mientras gue en otros predominé notablemente unc u otro (Gréficaa
E-3, E-4, E~5 y E~6). Para IL-3 se presentd un comportamiento bastante similar
al patrén de referencia negativo (NEG); finalmente G-CSF tuvo un comportamiento
similar a IL-3. Por otro lado considerando la respuesta de las células
epiteliales y fibrobldsticas a IL-2, en las primeras se presenta una inhibicién
celular, mientras que en las fibrobl4sticas sus conteos son menores con respecto
al control NEG, ain cuando no tan notable como en los conteos de epitelio,

PROLIFERACION DE EPITELIC

CPM (x 1000)
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v
NEG. | 5%SF (10%5F|PDGF| IL-2 | IL-3 [mGMCLOMC|G-CSFM.CSF
LBPI-I 4,29 1 23,3 1261} 1,9 | 0,32 | 4,89 | 5,89 | 6,1 | 583 | 9,55

VARIABLES: MEG., 5%SF, {0%SP, PDOF, IL-2
IL-3, :=QGM-CSF, EGM.CSF, 3-C5F, *4-CSF,

GRAFICA E~3. Evaluacién de la proliferacién de células epiteliales de rifén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
inductores, rhIL-3 200 ng, rmGM-CSF 100 ng, rhGM-CSF 100 ng,
rhG-C8F 250 ng, rhM-CSF 50 ng, testigo positive 10% de suero
fetal bovino (10%SF); tesatigo nagativo IL-2 1000 U, PDGF 2.5 ng
y 0% de suero fetal bovino (NEG). rh = factor recombinante humano;
rm = factor recombinante muxino.
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PROLIFERACION DE EPITELIO

CPM (x 1000)

. . e
NEG. | 5%8F llOﬁSF PDGF| IL-2

IL-3 mGMC

EPI-2(22,27 30,67,37,12 0,3 113,24)18,66

24,44]26,61] 2,46 2,861

VYARIABLES: HEG., 58SF, 10%5F, PDOFR, IL-2
IL-3, cnGM-CSF, hGM-CSF, §-CSF, K-CSF.

GRArFICA R-4.

Evaluacion de la proliferacién de células epiteliales de rifién
(incorporacién de timidina tritlada) en presencia de diferentes
inductores, rhIL-3 250 ng, rmGM-CSF 200 ng, rhGN-CSF 200 ng,

tegtigo positivo 10% de suero

rhG-cSF 350 ng, rhN-cS8F 50 ng,
feotal bovino (I10MSF); testigo negativo IL-2 1000 U, PDGF 2.5 ng

y 0% de suero fetal bovino (NEG). rh = factor recombinante humano;
rm = factor recombinante murino.
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PROLIFERACION DE EPITELIO

NEG. | 5%SF {10%5F| IL-2 | IL-3 GMCSF G-CSF|M-CSF
EPI-3| 790 | 1430 | 1520 | 320 | 1230 | 1130 | 820 | 1160

VARIABLES: HEG., 5%SF, 10%5F, PDGF,
IL-2, IL-3, QM-CSF, G-CSF, K-CSF.

GRAFICA E-5. Evaluacién de la proliferaci6én de células epitelialea de rifén
(incorporacién de timidina tritiada) en presencia de diferentes
inductores, rhIL-3 200 ng, rhGM-CSF 200 ng, rhG-CSF 350 ng, rhH-
CSF 250 ng; testigo positivo 10% de suero fetal bovino (I10%S5F);
testigo negativo IL-2 1000 Uy 0% de suero fetal bovino (NEG).
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CPM (x 1000)

PROLIFERACION DE EPITELIO
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NEG. | 5%SF |10%S¥F | PDGF | IL.2 | IL-3

GMCSF

G-CSF

M-CSF

LEPI-A! 1,76 | 1519 (13,68 | 51 | 2,36 | 4,02

5,31

4,6

6,19

VARIABLES: NEQ@., 5%SF, [0%5F, FDOF,
IL-2, iL-3, GM-CSF, @-CSF, M-CSF.

GRAFICA EB-6.

Evaluacién de la proliferacién de células epitelialea de rifién
(incorporacién de timidina tritiada) en prosencia de diferentas
inductores, rhIL-3 300 ng, rhGH-CSF 200 ng, rhG-CSF 350 ng, rhM-
CSF 50 ng; testigo poaitivo 10% de guero fetal bovino (1088F)};
testigo negativo IL-2 1000 U, PDGF 2.5 ng y 0% de suero fetal

bovino (NEG).
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Por ultimo, se efectué un andlisis de discriminantes para corrohorar las
relaciones de afinidad de respuesta que presentan las células estromales a cada
uno de los CSF's (Tablas 11, 12), dicha respuesta se detecta por medio de la
formacién de grupos que contienen a los factores que ejercen efecto mitogénico
gimilar sobre los tipos celulares. Cada uno de los factores se aplicé de manera
independiente, obteniendose lo siguiente: La grdfica F-11 muestra la inducclién
de las células fibrobldsticas a la conjuncién de un primer grupo integrado por
IL-2 y ausencia de suero fetal bovino (NEG), el segundo, estd conformado por G-
CSF e IL-3, mientras que 5%SF y 103SF de suero fetal bovino representan & un
tercer grupo, el cuarte grupo lo forman M-CSF y GM-CSF y finalmente PDGF
permanece aislado.

Para las células epiteliales, dos son los grupos obtenidos, el primero
estructurado por los factores hematopoyéticos G-CSF, IL-3 y GM-CSF, el segundo
por 5%SF y 10%8F, y de manera independiente, se localizan a PDGF, IL-2, M~CSF y
NEG (Gréfica E-7).

De los diagramas de caja y Fpseudosigma, se obtuvo para los datos de
cultivos de fibroblastos, que los inductores con meyor efecto mitogénico son 5
y 10% de suero fetal, seguidos de M-CSF y PDGF, aun cuando se observa una ligera
respuesta a GM-CSF, G-CSF e IL-3 con respecto al testigo negativo (NEG). IL-2
produjo respuesta de induccién a la proliferacién similar al NEG (Gréfica F-12}.

Los inductores que mayor efecto mostrarén para estimular a las células
epiteliales a proliferar, segin la prueba egtadistica de Fpseudosigma, son en
orden decreciente, 10 y 5% SF, M~CSF, GM~CSF y G-CSF. IL-3 tuvo un comportamiento
similar al testigo negativo NEG; mientras que IL-2 y PDGF mostrarén un efecto muy
por debajo del testigo negativo (Grdfica E-8)
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TASLA 11. DATOS OBTENIDOS DE CADA REPETICION EXPERIMENTAL

CON FIBROBLASTCS PARA CADA MO DE LOS FACTORES Y TESTIGO.
FACTORES -1 el E-III E-IV E-v

12,795 1,961 10,470 883 2,486

NFG. 2,646 3,363 14,467 1,363 2,478

8,950 4,648 11,51 408 3,570

23,03 13,634 50,028 10,631 81,316

5XSF 46,637 11,607 46,803 8,204 75,312

36,870 9,075 47,450 9,559 61,981

25,146 973 53,542 8,254 71,430

10XSF 22,511 10,535 46,770 9,09 72,170

31,226 10,619 53,956 9,946 92,890

21,309 21,000 9,211 13,002 71,448

POGF 9,361 5,638 12,492 20,447 64,486
5,638 9,670 13,693 13,808 79,853

3,32 4,013 10,950 900 5,145

-2 3,315 2,470 19,056 1,150 6,287

2,329 1,069 14,558 1,100 4,620

5,580 2,347 17,259 2,256 4,075

G-CSF 12,407 2,090 15,572 4,468 4,175
8,507 2,874 15,965 1,787 4,972

16,829 4,046 17,080 2,153 4,957

-3 11,159 2,724 15,421 1,076 4,335

12,458 2,964 16,797 1,624 4,889

49,728 8,121 19,429 984 13,275

M-CSF 42,131 13,131 26,422 1,106 14,082

38,912 11,379 24,790 1,174 11,522

47,837 2,390 17,184 1,471 5,849

GM-CSF 48,597 3,910 15,401 1,752 5,495
54,367 4,438 12,859 1,289 4,184
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TABLA 12. DATOS OBYERIDOS DE CADA REPETICION EXPERIMENTAL
COM EPITELIO PARA CADA UHO DE LOS FACTORES Y TESTIGO.

FACTORES

NEG

5%sf

10%SF

PDGF

iL-2

G-CSF

-3

M-CSF

GM-CSF

E-1

4,487
4,101
6,539

23,759
22,615
23,540

264,850
27,343
40,420

1,905
1,899
2,904

659
354
294

5,984
5,382
5,680

4,423
3,785
5,350

9,750
9,102
9,803

5,79
3,618
5,979

23,141
18,131
21,409

29,638
31,701
42,428

38,024
36,217
42,929

369
230
13

12,973
14,852
13,515

28,275
25,332
23,845

22,070
18,409
18,904

31,861
29,738
27,417

22,704
24,117
24,468

E-111

1,749
1,779
2,319

11,829
15,789
14,586

12,709
7,069
14,655

5,176
4,427
5,017

2,383
2,33
2,498

5,125
4,073
3,708

4,164
3,879
2,649

5,383
5,824
6,562

5,39
4,970
5,221

847
1,086
443

766
794

1,306
1,073
1,162

558
1,12
1,214

949
1,314
574
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GRAFICA. F-11 Formaci6bn de grupos de factores, como respuesta de las células
fibroblasticas a €stos. Los numeros representan cada uno de los
factores de crecimiento probados independientemente sobre este
tipo celular.
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Formacidn de grupos de factores como respuesta de las células
epiteliales a éstos. Los numeros representan cada uno de los
factores de crecimiento probados independientemente sobre este tipo
celular.
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GRAFICA. F-12 Se muestra el patrén de variacién de cada uno de los inductores
que estimulan la proliferacién de células fibrobldsticas, aquellos
que se presentan por encima del testigo negativo ( 5 y 10% SF,
PDGF y M-~CSF) son los gue tienen respuesta positiva por parte de
este tipo celular.
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GRAFICA. E-8

Se muestra el patrén de variacién de cada uno de los inductores
que estimulan la proliferacién de células epiteliales, aquellos que
se presentan por encima del testigo negativo ( 5 y 10% SF, M-CSF,
G-CSF y GM~CSF) son los que tienen respuesta positiva por parte de
este tipo celular.
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DISCUSION

La produccién y diferenciacién de células sanguineas y estromales es un
proceso muy complejo, en el cual intervienen mecanismos reguladores capaces de
mantener la homedstasis entre el ndmero de células indiferenciadas y maduras
(65). Estos mecanismos agrupan esencialmente tres aspectos; el primero referido
a la participacién de los factores estimuladores (CSF's para células sanguineas
y EGF, IL-1 y FGF entre otrog para células estromales), los cuales son producidos
tanto por células mieluides como no mieloides (6), el segundo abarca eventos
biogquimicos y moleculares intracelulares y en el tercero ge incluyen a los
factores externos como las interacciones celulares, componentes de matriz
extracelular y seflales fisicoquimicas humorales.

De los aspectos reguladores mencionados, sé6lo el concerniente a la
participacién de los CSF’s para la regulacién de células sanguineas ha sido
ampliamente demostrado, tanto in wvitro como in vivo. Sin embargo, respecto a la
regulacién de los CSF en células estromales poco se sabe. En este estudjo se
presentan evidencias de la interrelacién existente entre células estromales y
células hematopoyéticas tanto para la produccién sanguinea, como la estromal a
través de la sgecreciébn de CSF's por ambos tipos celulares. Encontramcs que
células del linaje monocito-macréfago tanto normaleg como transformadas, al ser
estimuladas por el M-CSF producido por fibroblastos son capaces de secretar de
novo otros CSF’'s los cuales a su vez estimulan nuevamente la proliferacidn tanto
de células fibrobldsticas y epiteliales como de células mieloides (215). Por otro
lado, aportamos evidencias de que mientras M-CSF y GM-CSF presentan actividad
proliferativa para ambos tipos celulares. Con respecto a G-CSF, presenta un
comportamiento gimilar a GM~CSF en células epiteliales, mientras que IL-3
responde similarmente al testigo negativo (NEG). Las células fibroblé&sticas son
positivas a G-CSF e IL-3 aun cuando esta respuesta se considera como moderada con
respecto al testigo negative (NEG).

Debido a que nuestros ensayos consistian en determinar el efecto mitogénico
de los CSF’'s sobre células estromales, se considerd pertinente contar con
poblaciones celulares en estado quiescente y por tanto facilitar la evaluacién
de estimulos proliferadores exdgenos.

Cabe destacar que en los ensayos de induccién a la proliferacién celular
al aumentar la concentracién de suero fetal bovino, de manera general se
incrementa el nimero celular, esto es debido a la presencia de hormonas, factores
de crecimiento, interleucinas y otros cofactores presentes en el suero los cuales
ayudan a manter la proliferacion celular. Sin embargo, en algunos ensayos e
observa que a una concentracién de suero del 10% la proliferacién se ve
disminuida, creemos que esto es atribuible a la presencia de factores inhibidores
en el suero.

Otro aspecto importante que debe considerarse en la experimentacién en
Biologia Celular, consiste en contar con poblaciones celulares con alto grado de
pureza. El1 empleo de técnicas inmunohistoguimicas nos permitié caracterizar el
origen epitelial de nuestros cultivos. S6lo aquellas que tuvierén positividad a
los anticuerpos para desmogleina y citogqueratina en un 90 %, se emplearon en
nuestros ensayos como células epiteliales, mientras aquellas que fuerén negativas
para estos anticuerpos y que presentaban morfologia fibrobléstica se emplearon



Discusién 86

como células fibrobldsticas.

Cabe destacar que al realizar la prueba con antidesgmogleina en células no
confluentes se observé un patrén de tineién citopldsmico en forma de granulos.
Este comportamiento puede deberse a que en este tipo de cultivos el contacto
celular no se establece totalmente, evitando la unién intercelular y
consecuentemente la expresién de desmogleina en la membrana citoplédsmica. Ademids
este patrén de tincién puede obedecer a que la desmogleina se encuentra presente
en vesiculas endociticas (59), de tal forma que al permeabilizar las células, las
proteinas desmosémicas son detectadas con el anticuerpo (216).

Al efectuar el ensayo con anticitogueratinas se detecta tanto un patrén de
tincidén citoplésmico como membranal. Se sabe que las citogqueratinas son protefinas
que forman parte de los filamentos intermedios del citoesgueleto de las células
epiteliales (211). La tincién membranal detectada puede ser debida a una
inespecificidad del anticuerpo, ya que este, es de humano y nuestrosg cultivos
provienen de cepas de ratén.

El hecho de que la induccién a la proliferacién de fibroblastos y epitelios
encontrada en los MC de macréragos residentes de la cavidad peritoneal y de la
linea WRI9M.1 no se encuentra en el de macréfagos inducidos (el cual sélo induce
proliferacitén de epitelios), puede ser debida al estado de diferenciacién de
estas células, ya que los macréfagos inducidos sge encuentran en un estadio
inmaduro (monocitos), mientras que los residentes son células maduras (167). Es
conocido que los productos liberados por células hematopoyéticas dependen de su
grado de diferenciacién (179), de tal manera que mientras los macréfagos secretan
G-CSF los monocitos no, lo cual puede ser una causa de la diferente capacidad de
induccién a la proliferacién obtenida en este trabajo, sobre todo si tomamos en
cuenta gue en trabajos previos encontramecs que el G-CSF es el responsable de la
proliferacién de fibroblastos (215). Por otra parte el hecho de que el MC por el
carcinoma de vejiga humano 5637 indujera proliferacién en nuestros cultivos de
células epiteliales y fibrobldsticas puade estar también relacionado con la
capacidad que esta fuente celular tiene para producir G-CSF.

Tomando en consideracién que nuestros resultados indican que el G-CSF es
capaz de estimular la proliferacién de células estromales y que ademds este
factor pertenece a una familia de CSF's, se consideré pertinente evaluar si los
otros miembros de esta familia podrian también presentar la propiedad de
estimular este tipo de proliferacién. Resulta interesante el hecho de haber
encontrado una respuesta inductora tanto de M-CSF como de GM-CSF a la
prolifericién de fibroblastos y de células epiteliales, pues estas células son
productoras de los CSF's. Consideramos en consecuencia que debe existir un
mecanismo de autoregulacién a la proliferacién por parte de este tipo de células
estromales. Podemos suponer que nuedtros resultados indican que los CSF’'s sgon
moléculas con propiedades tanto autécrinas como pardcrinas para la regulacidén de
la proliferacién de células estromales y hematopoyéticas, demostrando una vez mas
la interdependencia entre estos dos tipos celulares.

Aunque inicialmente habfamos determinado que los medios condicionados por
macréfagos normales y transformados que contenian G-CSF, ejercian actividad
mitogénica para fibroblastos y células epiteliales, obtuvimos que el G-CSF
recombinante presenté respuesta mitogénica moderada para ambos tipos relulares.
Consideramos que una explicacién probable a esta diferencia consiste en que el
G-CSF natural es diferente al recombinante, ya que éste contiene una larga cadena
de glucésidos que sirven para proteger al polipéptido .2 la degradacién e
incrementar su vida media, por tanto podriamos esSperar un comportamiento
diferente y por otro lado, el hecho de que los medios condicionados por
macréfagos contienen ademds gran cantidad de biomoléculas que pudieran actuar
sinérgicamente con el G-CSF para incrementar su efecto inductor.
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Observamos gque aunque IL-3 también pertenece a la familia de CSF's, ésta
no ejercid ningun efecto mitogénico en las células epiteliales y s6lo moderado
en las fibrobldsticas. Consideramos que ésto puede atribuirse al hecho de gque
dicha proteina no es producida por células estromales, sino por linfociticas y
por tanto tenga un mecanismo diferente de regulacién biolégica. Por otro lado es
conocido que existe una modulacién negativa entre los receptores para IL-3 y
otrosg CSF's (135), puesto que la cadena beta del receptor para CSF’s (GM-CSF en
este caso) y del receptor para IL-3 son similares, por lo cual, podriamos esperar
que el GM-CSF liberado end6genamente por este tipo celular, al unirse a su
receptor transmite a la célula un estimulo proliferador saturante, de tal manera
que al adicionar IL-3 exdgena ya no se observe respuesta alguna. Cabe aclarar que
éste mecanismo s6lo se presentaria cuande los receptores para ambos factores
estuvieran coexpresados (123).

Por su parte el G-CSF indujo moderadamente la proliferacién de células
epiteliales y fibrobldsticas. Siguiendo el planteamiento anteriormente propuesto
se sabe que el GM-CSF también médula negativamente los receptores para G-CSF
produciendose por tanto la imposibilidad de responder al estimulo de este factor
por la secrecidén endbgena de GM-CSF.

Tomando en cuenta nuestros resultados en lo referente a la capacidad del
macréfago para regular la proliferacién de células estromales y el hecho de que
éste, a su vez responde a seflales proliferadoras de este tipo de células, se
puede suponer la existencia de un posible mecanismo de regulacién sangufinea en
donde se presente una interdependencia entre el sistema estromal y el
hematopoyético. Las células estromales en consecuencia, ademds de proporcionar
el soporte figico a las células tallo hematopoyéticas y de producir CSF’g para
inducir su proliferacién son capaces de responder a estimulos de estas células
para su proliferacén, asegurandose de esta forma un aporte de novo de estos
factores.

Es importante destacar en apoyc a huestros resuitados gque en algunas
enfermedades mieloproliferativas, como la leucemia mielolide aguda, Se presenta
simultdneamente una produccibén elevada de CSF y una fibrosis medular asociada a
una activacién importante de lag células estromales.

Por otro lado, validar los datos experimentales resulta necesario para
reforzar nuestro marco de discusién, es por ello que surge la necesidad de
utilizar algunas pruebas estadisticas. En este caso, se observd que la formacién
de grupos de afinidad de respuesta en el andlisis de discriminantes no concuerda
del todo con los obtenidos por el andlisis de Fpseudosigma en el diagrama de
cajas. Para el caso de células fibroblésticas, puede deberse a que, tanto GM-CSF
y PDGF presentan datos que deben ser considerados como de riesgo, ya que se
localizan fuera de los limites de confianza de la prueba, lo cual puede tener
vomo consecuencia que en el andlisis de discriminantes se produzca una respuesta
diferente, debido a que estos datos de riesgo influyen en alto grado en las
varianzas de éste. Mientras que los grupos formados como respuesta de células
epiteliales concuerdan en ambas pruebas. Cabe aclarar que adn cuando IL-3 se
encuentra formando un grupo de afinidad con GM-CSF y G-CSF en el andlisis de
discriminantes, en la prueba de Fpseudosigma presenta un comportamiento similar
a NEG, esto puede ser debido a que la magnitud de ambas variables segin las cajas
(para Il-3 y NEG) es bastante similar, lo que equivale a citar que presentan una
varianza semejante; asi al observar la gré&fica E-7 se nota que la direccién del
vector que se traza para gignificar a 1 (NEG), pasa por el punto de marca de 7
(IL-3), lo cual corrobora la similitud de la prueba Fpseudosigma con aquella de
discriminantes.
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Lo expuegto en este trabajo nos conduce a postular la existencia de un
posible mecanismo de autoregulacién del proceso hematopoyético, en el cual las
células estromales (epitelio y fibroblastos) participan en la produccién de CSF's
los cuales estimulan a células del linaje monocito-macré6fago a producir de novo

otros CSF's que a su vez son capaces de estimular a las células estromales (Flig.
7).
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SISTEMA DE RETROALIMENTACION ENTRE EL AMBIENTE
ESTROMAL Y CELULAS HEMATOPOYETICAS
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FIGURA. 7 Los factores estimuladores de colonias producidos por las células
estromales actian en las células hematopoyéticas, induciéndolas a
producir factores que inciden a su vez sobre el sistema estromal.
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El medio condicionado por macréfagos residentes de la cavidad peritoneal
y el producido por la linea celular WRI9M.l ejercen efecto mitogénico similar
sobre fibroblastos y epitelios de ratén.

El medio condicionado por macréfagos inducidos de la cavidad peritoneal
inhibe la proliferacién de fibroblastos pero ejerce actividad mitogénica en
células epiteliales.

El medio condicionado por el carcinoma de vejiga humana 5637 es mitogénico
tanto para fibroblastos como para epitelio.

Los factores de crecimiento hematopoyéticos recombinantes ejercen efectos
mitogénicos diferenciales sobre células epiteliales y fibrobldsticas, siendn GM-
CSF y M~CSF responsivos para ambos tipos celulares mientras que G-CSF lo es
moderadamente para ambos. IL-3 induce proliferacién gélo en flbroblastos.

Existe un mecanismo autécrino en la produccién de CSF’'s por parte de las
células estromales, que asegura un adecuado funcionamiento del microambiente
hematopoyético.

La mitogénesis inducida por CSF's en células esgtromales asegura una
produccién de novo de estas proteinas.
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