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RESUMEN
Los inductores de macréfagos y granulocitos (MGI), también llamados factores

estimuladores de colonias (CSF) controlan principalmente la proliferacién, la diferen-
ciacién y la activacién de las células del linaje granulocito-macréfago. Se han descrito 4
moléculas del tipo CSF conocidas por sus abreviaturas como GM-CSF, M-CSF, IL-3 y
G-CSF con capacidades de regular la produccién de las células del linaje mielo-
monocito.

La identificacién de las células productoras de estas moléculas representa una 4rea de
estudio importante porque permitird contribuir al entendimiento de la regulacién
hematopoyética. A este respecto, aunque se ha identificado a los fibroblastos como el
productor del M-CSF, alos linfocitos T de 1a IL-3 y a ciertas células de tipo epiteloides
del GM-CSF, atin no se tiene caracterizada a la estirpe celular que pudiera estar
produciéndo al G-CSF.

Teniendo en cuenta resultados preliminares en los que demostramos que las células del
linaje de los monocitos producen un CSF de peso molecular de 45 kd con propiedades
activadoras y diferenciadoras de granulocitos; el presente trabajo fue realizado para
evaluar sf los macréfagos normales producen moléculas con actividad de G-CSF.

Los resultados obtenidos muestran que tanto poblaciones de macréfagos normales
como de una lfnea de macréfagos transformada secretan factores con actividad de G-
CSF. Ademds, estos factores tienen la propiedad de inducir la diferenciacién de los
precursores de granulocitos de médula dsea, asi como de activacién en la ingestién de
partfculas de latex tanto por granulocitos maduros de médula ésea como de la cavidad
peritoneal .

Por otro lado, tomando en consideracién que los fibroblastos producen un factor
proliferador de macréfagos y que a su vez los macréfagos son capaces de producir

factores de activacién de fibroblastos, y de que recientemente se ha encontrado que
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células de origen epitelial y conectivo de origen tumoral expresan receptores para
factores del tipo CSF, en el presente trabajo se evalug la capacidad que pudiera tener el
G-CSF producido por los macréfagos para activar la proliferacién de los fibroblastos.

Los resultados obtenidos indican que tanto el inductor de 45 kd proveniente de los
macréfagos como la molécula rhG-CSF tienen una importante acitividad mtdgena en los
fibroblastos. Asimismo, encontramos que esta activaci6n era semejante a 1a obtenida con
moléculas mitogénicas conocidas como son la IL-1 y el PDGF. Ademds, al evalular la
capacidad de induccién a la proliferacién de los fibroblastos por otros de los tipos de CSF
encontramos que tanto la IL-3 como el M-CSF inducen también este tipo de prolifera-
cién.

Por iltimo, se describe un modelo en el cual se pretende establecer la interdependencia

entre los macréfagos y los fibroblastos en la produccién de los granulocitos neutréfilos.
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INTRODUCCION

El estudio de los factores humorales que controlan la proliferacién y diferenciacién
hematopoyética denominados inicialmente inductores de macréfagos y granulocitos
(MGI) o factores estimuladores de colonias (CSF), ha crecido de manera considerable
desdela primera descripcién que hicieran de estas moléculas Sachs y Metcalf hace ya casi
3 décadas (Sachs, 1992; Metcalf, 1992).

En la actualidad, la familia de los MGI o CSF ha crecido ya que se han descrito
aproximadamente 18 moléculas denominadas modificadores bioldgicos, agrupandose
todos ellos con el nombre genérico de factores de proliferacién y diferenciacién
hematopoyética (HGF) (Aggarwal-Gutterman, 1992). Estos factores participan tanto de
manera directa como indirecta regulando positivamente y negativamente los eventos a
nivel celular y molecular encaminados al control de la produccién sanguinea (Mendoza
y cols , 1993). Una de las dreas de interés de 1a biologia de estas moléculas estudia a las
células involucradas en su produccién. En resultados previos, nuestro grupo ha encontra-
do que la produccién de 2 de los 4 tipos de los CSFs involucrados en la produccién de
macréfagosy granulocitos-macréfagos (M-CSF y GM-CSF, respectivamente) es llevada
a cabo por fibroblastos y células epiteliales (Zambrano y cols, 1989 b). Otros resultados
demostraron la capacidad de los monocitos de médula 6sea de producir otro de estos CSF
(tipo G-CSF) (Mora y cols, 1988; Zambrano y cols, 1988), y recientemente se ha
demostrado que los linfocitos T producen IL-3 (Watson y cols, 1986). Todos estos datos
nos hace pensar que la produccién de los CSFs puede ser célula-especifica.

Teniendo en cuenta, que no se ha identificado plenamente a la célula productora de G-
CSF y de que en resultados previos demostramos que los macréfagos producen un CSF
de 45 kd, el presente trabajo fue realizado para conocer si en general los macréfagos son
capaces de producir G-CSF, sf esta produccién es constitutiva o se estimula bajo
condiciones de activacién, y s esta molécula de 45 kd tiene la propiedad de proliferacién
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y diferenciacién sobre algiin linaje hematopoyético diferente al de los granulocitos.
Por otra parte, tomando en cuenta que es conocido que los macréfagos producen
factores con actividad mitégena sobre fibroblastos, y de que recientemente se ha
demostrado la presencia de receptores para CSFs en células estromales de origen tumoral
(Shoukaty cols, 1988; Berdel y cols, 1989), en este trabajo se estudi6 s el CSF producido
por macréfagos (que suponemos es G-CSF), es un factor de crecimiento de fibroblastos.
Por iiltimo, como se ha encontrado que el GM-CSF es mitégeno para células tumorales,
en este trabajo aparte del G-CSF ensayamos si el M-CSF y la IL-3 tienen la capacidad

de estimular la proliferacién de fibroblastos.
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MARCOTEORICO

A. Organizacién hematopoyética.
1. Evidencias que demuestran la existencia de la célula precursora pluripotente.

Es aceptado de manera general que todas las células sangufneas de nuestro cuerpo
derivan de una célula precursora indiferenciada y pluripotente, conocidacomo célula
madre o tallo (Dexter-Spooncer, 1987; Spangrude, 1991). Como todas las células tallo,
la célula precursora que originard a los linajes sanguineos posee dos propiedades
fundamentales: la autorrenovacidn y la pluripotencialidad. La autorrenovacién se define
como la capacidad de la célula tallo para autoperpetuarse asegurando su progenie y la de
los demds linajes sanguineos y la pluripotencialidad, como la facultad para originar a
cada uno de los tipos celulares que conforman la sangre (Jandl, 1991).

La primera evidencia experimental de la presencia in vivo de una célula tallo
pluripotente capaz de originar a los linajes mieloide y linfoide fue demostrada en 1961
por Tilly McCulloch con sus experimentos de reconstitucién hematopoyética realiza-
dos con ratones irradiados subletalmente y letalmente (Till-McCulloch, 1961). Ellos
comprobaron que si se administraba de manera continua células de médula ésea de
ratones no irradiados a ratones irradiados, éstos eran capaces de reconstituir por
completo su hematopoyesis (Till, 1982). Debidoa que al realizar la necropsia a este tipo
de animales ellos encontraron en su bazo colonias macroscdpicas mieloides, sugirieron
que muy probablemente a la inoculacién de células hematopoyéticas se debfa su
reconstitucién. Andlisis morfolégicos posteriores demostraron que efectivamente estas
colonias estaban constituidas principalmente de monocitos, granulocitos, eritrocitos y

megacariocitos (Wu y cols, 1968). Posteriormente, fue posible demostrar la naturaleza

Junio, 1993 12



MendozaR., J. F.
clonal y pluripotente de las células presentes en este tipo de colonias, mediante -
marcadores cromosémicos, utilizacién de retrovirus y ensayos de repoblacion
hematopoyética (Nowell y cols, 1970). Aunque en los estudios realizados por Till no fue
posible detectar a células del linaje linfoide, subsecuentemente se pudo establecer su
presencia (Abramson y cols, 1977).

Debido a la dificultades técnicas de aquel tiempo para purificar e identificar de
manera precisa a la subpoblacién de células hematopoyéticas pluripotentes responsables
de esta repoblacion se les denomind operacionalmente como Unidad Formadora de
Colonias del Bazo o CFU-S (Colony Forming Unit-Spleen) (Till-McCulloch, 1961).
Inicialmente, se consideré a la CFU-S como las células precursoras de todos los linajes
sangufneos. Sin embargo, estudios realizados a nivel celular por Magli en 1982
demostraron que las colonias generadas en el bazo de ratones letalmente irradiados
diferfan en su tiempo de aparicién, as{ como en su capacidad de autorrenovacién y
diferenciacién. Magli, en base a las caracteristicas antes citadas logré demostrar la
existencia de dos tipos de CFU-S: una ala que design6 como temprana o CFU-S del dia
9, la cual presenté un potencial de autorrenovacién limitado ademds de originar
dnicamente células de origen mieloide, y una tardia o CFU-S del dfa 12 con mayor
potencial de autorrenuevo asi como con la capacidad de originar células tanto
mieloides como linfoides (Magli y cols, 1982).

En aquel tiempo, las CFU-S del dia 12 eran consideradas como las verdaderas células
tallo. Sin embargo, como es conocido en la actualidad, debido a que la poblacién de
células precursoras representa una fraccién muy pequefia del total de las células presentes
en la médula 6sea (aproximadamente entre el 0.05-0.1%), la purificacién de la mismas
presentd muchas dificultades técnicas. Caracterizar a nivel celular y purificar ala célula
tallo pluripotente era una prioridad en muchos centros de investigacién hematolégica a
principios dela década de los 80. Por esta razén, durante el curso de esa década hubo
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varios intentos por purificar de la médula 6sea a una subpoblacién con capacidades de
autorrenuevo y diferenciacién andlogas a las de 1la CFU-S. En 1979 Bradley y Hodgson
describen a una subpoblacién de células mieloides a la que denominan Unidad Formadora
de Colonias con Alta Capacidad Proliferativa HPP-CFU (High Potencial Proliferative-
Colony Forming Unit), obtenida después del tratamiento de ratones con 5-fluoracilo, un
inhibidor de la adenilato sintetasa que provoca la muerte de las células que se encuentran
en proliferacién activa, con capacidades de autorrenovacién, multipotencialidad y de
reconstituir 1a hematopoyesis en ratones letalmente irradiados (Bradley-Hodgson, 1979;
McNiece y cols, 1992). Sin embargo, dada la dificultad de identificar a algin marcador
de superficie especifico en esta subpoblacién de células precursoras no fue posible su
caracterizacién a nivel celular y molecular.

Dos hechos experimentales marcan el inicio de la caracterizacién molecular de esta
subpoblacién; 1a identificacién del antigeno Thy-1 en células precursoras tallo y la
aplicacién de 1a tecnologfa de los anticuerpos monoclonales para su purificacién. Es asf,
como Spangrude (1988) trabajando con células de méduladsea deratén ycon la ayuda
de anticuerpos monoclonales altamente especificos dirigidos contra células maduras,
logra separar una subpoblacién de células hematopoyéticas precursoras que tienen
la capacidad de reconstituir por completo los linajes mieloidesy linfoides cuando son
inoculadas en ratones que han sido irradiados subletalmente y letalmente (Spangrude y
cols, 1988). Por la particularidad de la subpoblacién de no presentar marcadores
caracteristicos de células mieloides y linfoides maduras, de expresar exclusivamente el
antigeno Thy-1 y, de reaccionar especificamente contra un anticuerpo desarrollado para
células precursoras, conocido como Sca (Stem cell antigen), é 1a designa como Lin- Thy-
1'*Sca* (lkutay cols, 1990; Ikuta y cols, 1992).

Aunque la identidad de 1a célula Lin - Thy-1 ' Sca * con la célula tallo pluripotente ha
generado una gran controversia en virtud de que algunos investigadores han»dicho que
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no es mis que la CFU-S del dia 12 descrita por Magli en 1982 o la HPP-CFU descrita
por Bradley y Hodgson en 1979 (Lord-Dexter, 1988), es importante comentar, sin
embargo, que la identidad de la Lin - Thy-1 '° Sca * con la célula tallo que identificaran
Till y McCulloh en 1961, es el intento experimental mds cercano realizado a nivel
celular y molecular con el que se cuenta en nuestros dias, encaminado a la identificacién
y purificacién de las células tallo.

La importancia de los resultados anteriores radica en que al contar con una poblacién
homogénea de células con capacidad de autorrenovacién y pluripotencialidad anélogas
a las descritas para las células tallo, se podrd estudiar a nivel subcelular y génico los
procesos involucrados en el control de la proliferacién y la diferenciacién de las células
hematopoyéticas tanto en condiciones normales como patoldgicas, ademds de ensayar

pruebas de terapia genética para corregir disfunciones a nivel de células madre.

2. Poblaciones de células hematopoyéticas y su nomenclatura.

El sistema hematopoyético junto con otros tejidos con alta tasa de recambio celular,
experimenta de manera continua una constante autorrenovacién y diferenciacién. El
proceso biolégico por el que se generan todas las células sangufneas de nuestro organismo
es conocido como hematopoyesis (Dorshkind, 1991). La hematopoyesis se inicia en la
etapa fetal en los islotes sanguineos, de este lugar pasa al higado y después al bazo,
para que en la etapa prenatal se instale de manera definitiva en la médula ésea de los
huesos largos y se mantenga asf durante toda la vida humana (Christensen, 1989; Allen-
Dexter, 1990).

El proceso hematopoyético que se lleva a cabo en la médula ésea y que originard a los
8 tipos de células sangufneas puede dividirse de manera hipotética en 4 compartimientos;
el de las células tallo con alta capacidad de autorrenovacidn, el de las células pyogenitoras
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de los diferentes linajes hematopoyéticos en el cual se amplifica el mimero de las mismas,
el de maduracién y el de las células funcionales, aptas para realizar sus diversas funciones

bioldgicas (Fig 1).

Compartimiento de

Amplificacién Maduracién C A
célulasfuncionales
Células pre-T ] CélulasT

Megacanocitos

Plaquetas

Compartimiento d
célulastallo ] Eosinofilos

/_—
=t GM-CFU  M-CFU M O] ] Neutrofilos
Lin'Thy-1%Sca* T Basfilos

CD34* BFU-E
CFU-E Eritrocitos
Céjulas pre-B CélulasB/células
plasmaticas

Figura 1. Modelo de los compartimientos de la hematopoyesis (células tallo, amplifi-
cacién, maduracién y funcional). Las flechas muestran el compartimientode células tallo,
caracterizado por la proliferacién y la autorrenovacién..

En la médula §sea los procesos de proliferacién y diferenciacién que se llevan a cabo
son continuos, pasando las células del sistema hemato-linfoide de un estadoindiferenciado
a uno de diferenciacién completa de manera imperceptible. Ademds, si tomamos en
consideracién que la cantidad de células tallo en la médula ésea es extremadamente -
pequenia (aproximadamente entre el 0.05% y el 0.1%), no es dificil imaginar los
problemas técnicos a los que se han tenido que enfrentar los hematélogos para poder
separarlas y poder estudiar asf sus propiedades cinéticas, de desarrollo y de diferencia- ]
cion.

Existen sin embargo, algunas técnicas que han permitido estudiar estas propiedades:
utilizando diversos agentes quimicos como la hidroxiurea, un inhibidor de la reduccién

Junio, 1993 16



MendozaR.,J. F.

de ribonucleétidos a dexorribonucledtidos, el 5-fluoracilo que es un inhibidor de la
adenilato sintetasa, y pulsos de timidina tritiada a altas concentraciones (los que reducen
de manera importante a las células que se encuentran en proliferacién activa), se ha
demostrado en los érganos hematopoyéticos estudiados la existencia de una jerarqufa en
la capacidad proliferativa de las células hematopoyéticas (Becker y cols, 1965; Schafield
ycols, 1980; Parker-Cheng, 1991). En efecto, ha sidodemostrado quelas células tallo se
encuentran fuerade ciclo celular, ya que aun después de estos tratamientos la médula ésea
es capaz de regenerarse y de reconstituir a todos los linajes sanguineos. Sin embargo,
lo que si es dificil evitar en los animales tratados es provocar una reduccién importante
de las cuentas leucocitarias. Los resultados anteriores han puesto en evidencia que en la
médula Gsea existe una diferencia en la tasa de proliferacién, siendo mayor en las células
progenitoras que en las células precursoras pluripotentes (Hodgson-Bradley 1980; Wolf-
Preistley 1986). Bioldgicamente, resulta explicable este hecho pues es de esperarse que
la poblacién de células progenitoras tenga que amplificarse para cubrir de esta manera
la demanda de células sanguineas dependiendo de las necesidades del organismo, de ahi
entonces su elevada tasa de recambio celular. En lo que se refiere a las células tallo
solamente entrarfan a ciclo celular como consecuencia de alguna demanda fisiolégica
ocasionada por el desgaste, la pérdida o alguna infeccién.

En cuanto a su capacidad de generar a més de un linaje sanguineo, se ha demostrado en
estudios in vivo que existen subpoblaciones celulares pluripotentes con la capacidad de
originar atodosloslinajes sanguineos; la Lin" Thy-1"Sca*, eneste caso seria considerada
como la célula mds relacionada con la célula tallo (Spangrude, 1991; Tkutay cols, 1992).
En lo que respecta a los cultivos in vitro, es sélo con el desarrollo de la técnica de
crecimiento de células de médula §sea en geles como el agar, la cual es dependiente para
su crecimiento de la presencia de factores solubles obtenidos de diversas fuentes
celulares, que es posible estudiar el desarrollo de las células hematopoyéticas (Pluznik-
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Sachs, 1965; Bradley-Metcalf, 1966). De esta manera, se identifican células con capaci-
dades multipotentes, bipotentes y monopotentes las cuales originan a mds de uno, alo
mds dos y a lo mds un linaje sanguineo respectivamente (Schrader, 1985). La CFU-
GEMM (Colony Forming Unit-Granulocyte, Erytrhoid, Megakaryocyte and Monocyte),
es considerada una célula multipotente pues favorece el desarrollo de granulocitos,
eritrocitos, megacariocitos y monocitos (Johnson-Metcalf, 1977; Hara-Ogawa, 1978). En
lo que se refiere a células bipotentes la célula clésica por excelencia, que por cierto fue
la primera que se identificS in vitro es la que origina a macréfagos y granulocitos y que
esconocidacomo GM-CFU (Pluznik-Sachs, 1966). De manera posterior, fueidentificado
que los granulocitos eosinéfilos y baséfilos se originaban de una célula progenitora
diferente de la GM-CFU, designédndoles por estarazén Eo-CFU y B-CFU respectivamen-
te (Johnson-Metcalf, 1980; Zucker-Franklin, 1981). Asimismo, han sido identificadas
células progenitoras de linfocitos T y B (Tabla 1).

NOMBRE ABREVIATURAS TIPOCELULAR/SINONIMO
Compartimiento de colilas tallo

CFU-S .
Célulastallo pluripotente lc,lll;'_;ghy- 1% 8ca Unidad formadora de colonias del bazo
Célulastatlo multipotente CFU-GEMM

CFU-Mix
Compartimiento de células progenitoras
Eritropoyético:
Eritroidetemprana BFU-E Unidad formadora del brote Eritrojde
Eritroidetardia CFU-E Unidad formadora de colonias- Eritroides
Miclopayético:
Granulocito/ Macrofago GM-CFU It\Jdnidqd formadora de colonias Granulocito-

acréfago

Eosinéfilo Eo-CFU Unidad l%rmndoru decolonias-Eosinéfilas
Baséfilo B-CFU Unidad fonmadorade colonias- Baséfilas
Megacariopoyético:
Megacariocito Mega-CFU Unidad formadora de colonias-Megacariocitos
Linfopoyético:
Linfocito B Célulaspre-B Unidad formadora de colonias- Linfocites B
Linfocito T Células pre-T Unidad formadora de colonias- Linfocitos T

Tabla 1. Nomenclatura de las células hematopoyéticas.
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Gracias a los estudios realizados in vivo e in vitro, ha sido posible representar de manera
hipotética el desarrollo de los diferentes linajes sanguineos a partir de una célula tallo
pluripotente (Fig 2). Es importante comentar que en este esquema existen algunas partes
que atin estdn abiertas a discusién. La mds importante, es que sélo 1a CFU-S y la Lin -
Thy-1° Sca * son las Ginicas que han sido identificadas celular y molecularmente in vivo,
las CFU para las otras células progenitoras de los diferentes linajes sanguineos sélo han

sido identificadas in vitro, no tienen contraparte in vivo.

Células presT e Linfocitos T

o — e Eosiadhl
e Eo-CFU asindfilos
g aFu.E CFUE =+ Erilrocitos
et alle = G.CEY = Neuitdfilos
pluipoenies s CFUS n CFUM —- amcry —f &

( IH‘PC M-.CFU - Macrdlagos
)34,
\ MerCFU == emte——e= Mogacariocitos/
plaquclas

Mpsl-CFU  ——— . — o Célulss ccbsdas

Células pro-B  ————s Linfocitos B

TCipitidad” e d

Diferenciacién y desarrollo

Figura 2. Diagrama hipotético propuesto del desarrollo de las células sangufneas a
partir de una célula tallo pluripotente. Ver abreviaturas en la tabla 1.

Es evidente que para que una célula tallo se diferencie primero hacia una célula
progenitora y después a una célula madura con capacidades biolSgicas y funcionales
definidas, debe existir un mecanismo biolégico, que asegure por un lado un niimero
constante de células sanguineas y por el otro, que mantenga una reserva de células tallo
listas para las necesidades propias del organismo. Este mecanismo se encargaria de
mantener un s.uministro adecuado de células sanguineas tanto en condiciones normales
como de stress.

En la siguiente seccion se analizardn algunos modelos propuestos para explicar como
se regula la produccién de células sangufneas de manera normal.
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B. Regulacién hematopoyética y su microambiente.
1. Modelos de regulacién hematopoyética.

Un aspecto de gran importancia que ha ocupado la atencién de los biélogos celulares
y moleculares durante mucho tiempo ha sido conocer cual es el mecanismo por el cual
unacélula tallo indiferenciada permanece en estado de latencia, seautorrenueva o entra
a una ruta determinada de diferenciacién. Aunque atin no existen modelos moleculares
que expliquen como se lleva a cabo este mecanismo, hay varios paradigmas a nivel
celular que tratan de demostrar los eventos encaminados a la diferenciacién de las
células hematopoyéticas y la conocida pérdida en su capacidad de autorrenovacién sin
menoscabo de la reserva de células tallo.

‘El primer modelo de regulacién hematopoyética fue desarrollado en 1964 por
Till y cols, quienes utilizando un programa de simulacién postularon que la
proliferacién y la diferenciacién delas células hematopoyéticas pluripotentes estaba
regulada por un proceso estocdstico (7illy cols, 1964). Este modelo de “nacimiento”
(proliferacién) y “muerte” (diferenciacién) de las células hematopoyéticas estuvo
basado en un andlisis citolégico de las colonias presentes en €l bazo de ratones que
habfan sido irradiados y reconstitufdos con células de médula ésea, en las cuales se
encontré una gran aleatoridad en los tipos sanguineos que las constitufan (7ill, 1976).
Unos afios después Curry y Trentin (1967) desarrollan su teorfa del Microambiente
Inductivo Hematopoyético HIM (Hemopoietic Inductive Microenvironment), basdndo-
se en un andlisis similar al anterior pero a nivel histolégico de las colonias
hematopoyéticas presentes en el bazo de ratonesirradiados (Curry-Trentin, 1967). Como
el papel del microambiente puede ser considerado en funcién de la produccién de
moléculas humorales reguladoras, a finales de la década de los 80 Van Zanty Goldwasser
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postulan que la determinacion a la diferenciacién de la célula precursora pluripotente
es el resultado de la competencia que se establece entre moléculas inhibidoras y
estimuladoras (Kubaneck y cols, 1973; Van Zant-Goldwasser, 1979), ellos basan esta
prediccién en el efecto inhibidor de la eritropoyetina en 1la  proliferacién y
diferenciacién de la unidad formadora de colonias de granulocitos-macréfago (CFU-
GM) por parte del factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos GM-
CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) y en el mismo efecto
inhibidor observado con el GM-CSF en la formacién de colonias eritroides (Gordon y
cols, 1985). De manera posteriora estos modelos Nicola yJohnson (1982) desarrollaﬁ
su teorfa de la “etapa obligada eritroide” (Nicola-Johnson, 1982). Al realizar un andlisis
morfolégico de colonias multipotentes, ellos encuentran de manera invariable
componentes eritroides, de ahi que postulen que en la diferenciacién delas células
hematopoyéticas esta fase sea fundamental. Posteriormente, Nakagata (1984) retoma
el modelo de autorrenovacién estocdstica desarrollado por Till y cols, pero lo aplica
a la diferenciacién hematopoyética, designdndolo como “modelo de diferenciacién
estocdstico progresivo” (Nakagata y cols, 1982; Kurnity cols, 1985).

Resulta claro por lo anteriormente descrito, que a mitad de la década pasada los
modelos elaborados para dilucidar el mecanismo que controla la autorrenovacién y la
diferenciacién de las células hematopoyéticas eran de naturaleza estocéstica o
deterministica. Recientemente, ha sido propuesto que el desarrollo de las células
hematopoyéticas es determinfstica y que esta controlado por influencias tanto internas
como externas (Novak-Stewart, 1991; Brown y cols, 1991). Bajo esta perspectiva en la
actualidad se esta generalizando la idea de que el microambiente hematopoyético
(células estromales, componentes de la matriz extracelular y factores de crecimiento), en
conjuncién con el programa genético de las células hematopoyéticas, desempefia un
papel determinante en el camino del desarrollo que experimentan las células
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hematopoyéticas para originar un tipo sanguineo particular.

2. Funcién del microambiente celular en la hematopoyesis.

Tal vez el primer dato experimental con el que secuentaacerca de la participacién
del microambiente hematopoyético en la génesis de las células hemdticas fue el que
observé Russel (1979) en cepas de ratones que padecian de anemias hereditarias. Al
analizar las cepas S//S7¢y W/W" ambas con anemia macrocitica, encontré quela
cepa §1/51° se caracterizaba por presentar un microambiente celular hematopo-
yético defectuoso el cual se demostraba por su incapacidad de estimular la
proliferacién ydesarrollo de colonias mieloides en subazo cuando los ratones habfan
sido letalmente irradiados e inoculados con células de médula ésea normal. Por otro
lado, lacepa W/W" presentaba un defectoa nivel de lacélula tallo (CFU-S) mds que
en el microambiente hematopoyético, lo cual se ponfa en evidencia cuando ratones
letalmente irradiados, eran inoculados con células de médula @sea provenientes de
ratones W/W " las cuales fallaban en reconstituir la hematopoyesis en este tipo de
ratones (Russel, 1979)

Aunque los resultados obtenidos por Russel evidencian de manera clara el papel del
microambiente en la regulacién de la hematopoyesis, una de las pruebas mds
contundentes de su participacidn en la formacién de células sanguineas lo obtendria
unos afios después Dexter al utilizarlos cultivos a largo plazo desarrollados por él
mismo (Dexter-Lajtha, 1974) (ver seccién C-2). Estatécnica permite el establecimiento
de monocapas de células estromales provenientes de médula dsea, las cuales son
capaces de favorecer un  microambiente propicio para mantener un proceso
hematopoyético continuo por periodos prolongados de 3 a 4 meses, mediante los
cultivos a largo plazo fue posible producir una “cura” en las cepas arriba citadas,
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al crecer células hematopoyéticas de la cepa S1/57 ¢ normales por sf mismas pero con un
microambiente defectuoso sobre monocapas de células estromales provenientes de la
cepa W/W" las cuales tienen un microambiente normal pero una CFU-S defectuosa
(Dexter-Moore, 1977). Los resultados obtenidos por Dexter y cols, evidencian la
interdependencia a nivel celular entre las células hematopoyéticas y las estromales para
una adecuada produccién sangufnea, ademds plantean la posibilidad de estudiar esta
interaccién a nivel génico y humoral,

Existen otras pruebas experimentales de la participacién del microambiente
hematopoyético: tales como los trasplantes de médula ésea ectdpicos los cualés
necesitan la presencia de hueso, o el crecimiento de células de médula éseaen cdmaras
de difusién implantadas en la cavidad peritoneal los cuales desarrollan intrincados y
complejos microambientes para su completo desarrollo (Cronkite-Carsten, 1980).

Es indudable la participacién que tiene el microambiente presente enla médula
ésea en la formacidn de todas las células sanguineas de nuestro cuerpo. Para realizar
un andlisis mds completo y poder entender la manera en que se llevaa cabo esta

participacién, es necesario analizar los componentes que lo conforman.
3. Componentes del microambiente hematopoyético.

De los andlisis funcionales, citoqufmicos, histolégicos y bioquimicos realizados in
vivo con la médula ésea de los vertebrados superiores y en particular la humana se
ha podido establecer que el microambiente hematopoyético esta formado por dos
grandes componentes 1) el sistema celular hematopoyético y 2) los componentes de la
matriz extracelular.

El primer sistema esta constituido por células reticulares, células adventicias, y
por adipocitos. La célula reticular representa la célula estromal bdsica de las dreas
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hematopoyéticas dela médula Gsea (Westen-Bainton, 1979; Allen-Dexter, 1990; Dorshkind,
1990). Ellas son las células dominantes del estroma medular con morfologfa
dendritica y procesos citoplasméticos en forma de hojas ramificadas, lo que le permite
formar una malla esponjosa sobre Ia que descansan las células hematopoyéticas

primitivas (Fig 3). Las células adventicias o endoteliales representan el segundo

componente celular, éstas cu-
bren las dreas de la superficie
luminal de los sinusoides

endoteliales, su principal pa-

pel consiste en regular el flujo
de  células hematopoyéticas p el
maduras al torrente sanguineo
(Chamberlain y cols 1975;
Becker-DeBruyn, 1976). Elter-
cer componente delestroma es

el adipocito, tipicode la médu-

la 6sea no-hematopoyéticagra-  Fipura 3. Representaci6n simplificada de los ele-
mentos celulares que conforman el microambiente

sa babl te derivado di
¥ probablemente cerivado de hematopoyético. (Tomado de Dexter, 1989).

la acumulacién de lipidos por
las células adventicias (Weiss, 1976; Weiss, 1981). El principal papel de estas células

es recubrir los espacios de la médula ésea no-hematopoyética con lo cual restringe que
el proceso hematopoyético de los huesos largos humanos se localice cercade las epifisis.

Los componentes de 1a matriz extracelular consisten en sustancias secretadas por las
propias  células estromales e incluyen fibronectina, coldgena, laminina y algunos
glicoaminoglucanos (Zuckerman-Wicha, 1983; Wighty cols, 1986). Estas moléculas son

responsables de 1a adherencia de una célula con otra y con su substrato, asimismo, han
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sido implicadas en ejercer efectos microambientales en la hematopoyesis (Weinstein,
1989). Estudios realizados in vitro se han dirigido adiscernir cual o cuales de estas
moléculas afectan de manera crucial el desarrollode las células hematopoyéticas.
Inicialmente, se pensé que el papel de estos componentes consistfa en asegurar. el
anclaje con el substrato de las células hematopoyéticas pluripotenciales con lo cual
se facilitarfa su desarrollo. Sin embargo, cultivos de células de médula dsea utilizando
substratos formados con moléculas de la matriz extracelular han fallado en estimular
la hematopoyesis in vitro (Roberts y cols, 1987). _
Por otro lado, existen datos experimentales que demuestran la habilidad de las moléculas
de la matriz extracelular para unirse a factores de crecimiento hematopoyéticos. Es
conocido que estoscomponentes tienen la capacidad ademds de “compartamentalizar”
afactores tales comointerleucina 3 (IL-3; Interleukin-3) y GM-CSF (Gordony cols,
1987; Ruoslahti-Yamaguchi, 1991). Uno de los principales problemas que planted esta
situacién fue conocer si esta unién estabaasociado con algiin componente extracelular
en la membrana de las células estromales, o sitenfa que ver con las propias moléculas
de matriz extracelular presentes en el medio y secretadas por las células estromales.
Debido a que la adhesién entre las células estromales con las hematopoyéticas
pluripotenciales es fundamental para que se establezca la hematopoyesis, resulté
interesante suponerque launién ocurria a nivel de moléculas presentesen la membrana
de las células estromales (Allen-Dexter, 1990).

En 1988 Robertsy cols, demostraron que el proteoglicano sulfato de hepardn presente
en lamembrana de las células estromales tenfa la habilidad de unir GM-CSF e IL3.
Inclusive, dieronevidenciasde que si utilizaban la enzima heparatinasa la habilidad
del sulfato de hepardn de unir estos factores de crecimiento y de presentarlos alas células
hematopoyéticas era fuertemente disminuida (Roberts y cols, 1988).

Es evidente, por lo anteriormente citado, la importancia que tiene el microambiente
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hematopoyético en regular la proliferacién, el desarrollo y la diferenciacién sangufnea.
Sin embargo, este papel regulador no habrifa sido posible ponerlo en evidencia, sin la

ayuda de las técnicas de cultivo in vitro de células de médula 6sea.
C. Sistemas para el estudio in vitro del sistema hematopoyético.
1. Cultivos a corto plazo.

Los cultivos a corto plazo, 1lamados asi porque el tiempo de viabilidad de las célulaﬁ
hemtopoyéticas en cultivo no es mayor de los 3 meses, ha permitido identificar a las
células progenitoras para cada uno de los tipos sanguineos conocidos, asf como aportado
evidencias de su clonalidad y de su capacidad de autorrenovacién (Sachs, 1992). Es a
mitad de la década de los 60 cuando Pluznik y Sachs y Metcalf y Bradley demuestran que
las células de médula ésea pueden crecer y diferenciarse in vitro si se encuentran

suspendidas en geles deagar

Eatonlas multicelnlares

y en contacto con una m-mn--ra-u-xm i
Incubactén
monocapa de células A e —

factar de trnlnlll;ln y oifrrenzlacldn

estromales (Pluznik-Sachs, outs, cifs

1965; Bradley-Metcalf, 1966)

(Fig4). Posteriormente, prue-
Cilolas progesitoras = hlmht{ ESranutnzitos

¥ Monocitas

ban que esto se debe a la pro-
duccién de factores solubles

de naturaleza glicoproteica

producidos por las células

estromales, ya que al susti- . .. .
Figura 4. Etapas para el establecimiento de cultivos a

tuir a éstas por su mediocon-  corto plazo.
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dicionado la proliferacién y diferenciacién mieloide continua (Pluznik-Sachs, 1966;
Metcalf, 1969).

Inicialmente, Sachs y Metcalf utilizaron células de bazo y médula sea de ratén para
demostrar que pueden crecer y diferenciarse in vitro ; unos afios después, Pike y Robinson
establecieron que con cultivos de células de médula Ssea humana, se obtenfan los mismos
resultados (Pike-Robinson, 1970). Al contarse con un sistema en el que podfa observarse
el desarrollo y la maduracién de las células hematopoyéticas bajo diferentes tipos de
condiciones, esta rama de la biomedicina conocida como hematologia experimental ha
contribuido ha establecer los conceptos bdsicos que sobre células progenitoras, determi-
nacién celular, factores de crecimiento y diferenciacién se conocen actualmente.

La principal aportacién de esta técnica de cultivo ha sido en la identificacién de las
células progenitoras hematopoyéticas (Gordon-Barrett, 1985). Las células progenitoras
se podfan inferir de manera indirecta en las colonias formadas por originar células
completamente diferenciadas y distinguibles morfolégicamente. De esta manera, ya que
en la primera colonia descrita por Sachs y Metcalf se encontraron granulocitos y
macréfagos se supuso que ellas derivaban de una célula progenitora bipotencial denomi-
nada en aquel tiempo de manera operacional como Unidad formadora de colonias
Granulocito-Macréfago (GM-CFU) (Sachs, 1987; Metcalf, 1989).

De manera posterior, variando las condiciones de cultivo fue posible identificar a las
células progenitoras para eosindfilos (Eo-CFU), baséfilos (B-CFU), megacariocitos
(Meg-CFU), eritrocitos (E-CFU) y célulasBy T (ver Tabla 1.). Ademds, al identificarse
en este tipo de cultivos colonias mixtas compuestas de varios linajes mieloides se puso
en evidencia que ellas podfan originarse de células mds primitivas multipotentes
‘denominadas como CFU-Mix (Fauser-Messner, 1979; Metcalf'y cols, 1979). De estos
resultados se origind el esquema general de la hematopoyesis aceptado actualmente (ver
Fig2).
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Otro aspecto, abordado por los cultivos a corto plazo estuvo encaminado a establecer
si 1as colonias mieloides generadas in vitro provenfan de clones de células progenitoras,
o de muchos de ellos. Utilizando diversos procedimientos experimentales, se demostré
su origen clonal:
a). Después de estimular la proliferacién de células de médula ésea y de experimentar
éstas su primera divisién (lo cual se demostraba por formar un par de células en el
cultivo), se procedia a resembrarlas a cada una por separado en las mismas condiciones;
encontrdndose en ambos casos colonias del mismo linaje sanguineo (Beckery cols 1963).
b). Al utilizarse células heterocigotas para la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenas;a
(G6PD), se encontraba que las colonias generadas contenian uno u otro alelo para esta
enzima, pero no ambos (Prchal y cols, 1976; Fialkow, 1982).
c). Al utilizarse marcadores genéticos como algunos retrovirus para distinguir a una
célula progenitora de otra, también se demostré su clonalidad (Fischbarg y cols, 1967).

Con la identificacién de células progenitoras en los cultivos desarrollados por Sachs y
Metcalf, se puso en evidencia que la célula tallo pluripotente entra a un estado de
desarrollo, en el cual origina a una célula progenitora especifica. Este proceso conocido
como determinacién definird si la célula progenitora, producird a uno, a dos o a varios
de los linajes sanguineos. Asimismo, los cultivos de células de médula 6sea demostraron
que la proliferacién y diferenciacién de las células hematopoyéticas es dependiente de la
presencia de varias moléculas de naturaleza glicoproteica. La utilizacién de esta técnica
de cultivo permiti6, primeramente, el aislamiento y purificacién bioquimica de estos
factores y posteriormente, con el desarrollo de la biologfa molecular; su secuenciacién,
clonacién y finalmente su obtencién en la forma recombinante (ver apartado D).

Son evidentes las contribuciones del cultivo de células de médula 6sea a nuestro
conocimiento del desarrollo que siguen las células sangufneas influenciadas por factores
humorales en los cultivos a corto plazo; con los cultivos de largo plazo se gstablece la
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funcidn del microambiente hematopoyético en la formacién sangufnea.

2. Cultives a largo plazo.

Con el desarrollo dela técnica de cultivo de células de médula Gsea a largo plazo
implementada por Dexter-Lajtha (1974), se demostré la importancia de las células
estromales asf como de los componentes de la matriz extracelular en la regulacién de la
hematopoyesis (Dexter-Lajtha, 1974). En la técnica original de Dexter un inoculo de

células de ratén es colocada en una botella de cultivo y dos semanas después una
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1= Células do médula eca son
.. . , willzadas pars cstsblocer la mono
La eliminacién de las célu- \g‘ cape do offulae catromales.
1

las no-adherentes presentes

eneste cultivo, asf como la
reinoculacién con células de

médula ésea fresca recién

obtenida, origina un proceso 2 Céluss do smiduls dect son
adicionades pars establecer los
. lazo,
hematopoyético que se man- Slivos & o ¥

tiene continuo por espacio de

3a6 meses (Flg 5)' 3.- Las oflulas do Ta scqunde
inoculacién  estisblecen wa

Un andlisis ultraestructural bemtopoyssle activa.

inicial realizado por Allen y

cols, de la monocapadecélu-

las estromales presentes en ‘\ frrRplienll s
- vos Dexter tame
Las cdlulss genersldas en s cule \u’ bién ac pusden

los cultivos Dexter, mostré 1vos Dexice 0 pucden willzar pars wilizar pare cnas-
ersayos do formacién do colo- yos do formacida
P elas In vivo (CFU-5). toeridas en Los cultives 9o colonias by viiro

que se encontraba constitui- wnsiyes de firmidn g (CFU-ML.

da principalmente por célu- Figura 5. Etapas para el establecimiento de los cultivos
de Dexter. ’

Junio, 1993 29



MendozaR., J. F.

las endoteliales, células reticulares adventicias, fibroblastos, adipocitos y macréfagos
(Allen-Dexter, 1990). Asimismo, el describié que de la misma manera como ocurrfa
in vivo existfauna distribucidn espacial delas células estromales; de tal manera que las
células endoteliales se encontraban en la parte més superior del cultivo y en la.parte
mds interna del mismo estaban los otros tipos celulares (Allen-Dexter, 1984). Enlo que
respecta, a las células hematopoyéticas tanto la célula pluripotente (CFU-S) como las
células progenitoras se localizaban enel interior de la monocapa y del mismo modo
como ocurre in vivo, los progenitores granulociticos mds maduros en la parte més
superior juntoa las célulasendoteliales, mientras quelas menos diferenciadas en la parte
mds interna de la capa endotelial (Coulombel y cols, 1983; Allen-Dexter, 1990).

Es importante comentar que la descripcién hecha por Allen acerca de la distribucién
de las células mieloides en este tipo de cultivos es muy parecida a la realizada por
Simmons en 1984, Sin embargo, no ocurre de lamisma manera en lo que respecta a las
células estromales presentes en los cultivos Dexter. Gracias a la utilizacién de la
microscopfa electrénica de trasmisién, dela microscopfa electrénica de barrido, de
lainmunocitoquimica y de la filmacién en video, se ha podido establecer que las células
predominantes en los cultivos Dexter son células con morfologfa fibroblastoide
probablemente relacionadas con células reticulares y los adipocitos. En lo que se
refiere a las células reticulares y células reticulares adventicias, asf como alas células
endoteliales su prescencia no ha sido completamente confirmada, debido en parte,
ala falta de marcadores de membrana confiables que permitan identificarlas de manera
precisa (Bentley-Foidart, 1980; Dorshkind y cols, 1985; Gimble, 1990).

Existen varias aportaciones de los cultivos Dexter acerca de la potencialidad de las
células hematopoyéticas, del papel que desempefian las células estromales en la
hematopoyesis y de la produccién de factores de crecimiento hematopoyético por parte
de estas tltimas. En lo que se refiere a las células hematopoyéticas se ha podido
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confirmar que la CFU-GEMM generada in vitro tiene la capacidad de repoblar el bazo
de ratones letalmente irradiados y de reconstivir por completo los linajes linfoide
y mieloide respectivamente (Schrader-Schrader, 1978; Jones-Villenueve-Phillips, 1580).

En relacién a la participacién de las células estromales en el proceso hematopoyético,
desde hace mucho tiempo ha sido conocido que la interaccién entre células estromales
y células hematopoyéticas es fundamental en la génesis de la sangre (Dexter, 1979;
Bentley, 1981). Los cultivos Dexter han permitido estudiar si ésta interacci6n esta
relacionada con los tipos mds frecuentes de uniones que se dan entre las  células de
nuestros tejidos. Andlisis a nivel estructural utilizando fracturas por congelacién (freeze
fracture) y después observindolas por microscopia electrénica de trasmisién han
demostrado que las células hematopoyéticas no estdn unidas a las células estromales por
ninguna clase de las uniones conocidas para otros tejidos: tight junctions, adherence
zonulate junctions y gap junctions (Allen-Dexter, 1990; Dorshkind, 1990). Este hecho
poco comiin, despertd el interés por conocer la manera en la que las células estromales
y las células hematopoyéticas interaccionaban para mantener el proceso hematopoyético
en los cultivos Dexter.

Asimismo, existian datos que demostraban que el contacto fisico entre estos dos tipos
celulares era necesario para que tuviera lugar la proliferaci6n y diferenciacién sangui-
nea. Experimentos en los cuales se colocé una barrera fisica entre las células estromales
y las células hematopoyéticas (que permitia exclusivamente el paso de moléculas
solubles hacia ambos lados), demostré que las células hematopoyéticas invariablemente
morian si no se encontraban en contacto con la capa estromal (Allen-Dexter, 1990), de
esta manera, se demostraba que la presencia de moléculas solubles no es suficiente para
que se dé el desarrollo hematopoyético.

En la actualidad, es aceptada que la participacién de moléculas adhesivas es importante
para que se establezca un intimo contacto entre las células estromales y las células

Junio, 1993 31



MendozaR., J. F.

hematopoyéticas; existen evidencias experimentales en las que se ha demostrado que es
posible separar a linfocitos adheridos a células estromales por la adicién a los cultivos
de agentes quelantes como el EDTA o el EGTA (Witte y cols, 1987). Asimismo, se ha
reportado que cierta clase de moléculas unidas a fosfatidilinositol son importantes en-este
tipo de contacto, ya que ésta interaccién es disminuida si agrega a los cultivos fosfolipasas.
Ademds, se ha comprobado la presencia en la membrana de las células estromales de
moléculas de la familia del fosfatidilinositol denominadas como N-CAM, lo cual apoya
esta hip6tesis (Thomas y cols, 1988). _

En lo que se refiere a la participacién de los factores de crecimiento
hematopoyéticos, en el control de la proliferacién y diferenciacién sangufnea en los
cultivos Dexter; inicialmente se dudé que la proliferacién y maduracién de las células
hematopoyéticas estuviera regulada por la produccién de factores de crecimiento y
diferenciacién por parte de las células estromales (Williamsy cols, 1978; Dexter, 1979).
Esto se debié a la dificultad para detectarlos y aun cuantificarlos, lo que hizo pensar a
algunos investigadores que la hematopoyesis en los cultivos Dexter podia estar regulada
por algtin otro factor todavia no identificado y diferente a los factores inicialmente
descritos in vitro por Sachs y Metcalf (dllen y cols, 1990).

A principio de la década de los 80 Heard y Song demostraron experimentalmente que
las células estromales producen factores reguladores de la proliferacién y la diferencia-
cién hemato-linfoide, demostrando que 1a principal dificultad para detectarlos consistfa
en la rdpida unién einternalizacién a que estdn sujetas estas moléculas (Heard y cols,
1982; Song y cols, 1985). Lo anterior fue demostrado con el Factor estimulador de
Colonias de Macréfagos o M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor), por lo cual
el anticuerpo monoclonal anti-M-CSF usado, habfa fallado en detectarlo. Asimismo,
ellos fueron capaces de demostrar que la principal molécula estimuladora de la
hematopoyesis en los cultivos Dexter era GM-CSF (A4lberico y cols, 1987)..
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A pesar de las evidencias anteriores, no era claro el papel de las células estromales en
la produccién de moléculas reguladoras del crecimiento y maduracién hematopoyética,
ya que en los experimentos realizados por estos investigadores utilizaron litio e
irradiacién como estimulo para poder detectar la presencia de M-CSF y GM-CSF. Un
modelo més convincente fue el que desarrollé Gordon con el que demuestra que las
células estromales producen GM-CSF de manera normal, el cual se une a ciertas
moléculas que coforman la matriz extracelular conocidas como proteoglicanos (Gordon
y cols, 1987). Un afio después, Roberts y colaboradores, confirman esta unién pero lo
importante de su trabajo es que identifican que el GM-CSF se une a una molécuia
presente en la membrana de las células estromales perteneciente a la familia de los
proteoglicanos conocida como sulfato de hepardn (Roberts y cols, 1988).

En base a estos resultados, en la actualidad es aceptado que la hematopoyesis en los
cultivos a largo plazo participan moléculas de naturaleza humoral conocidos como
factores estimuladores de colonias: CSFs (Colony stimulating Factors), ademds de que
demostrd que la incapacidad para detectarlos se debi6 a su “secuestramiento™ por parte
de los proteoglicanos presentes en 1a membrana de las células estromales. Otros datos
interesantes en cuanto a la participacién humoral de las células estromales para el control
de l1a produccion hematopoyética, son los que han identificado que bajo condiciones de
activacién son capaces de producir varios tipos de CSFs y de interleucinas (ILs, por sus
siglas en ingles), dentro de las que destacan IL-7 y SCF (Stem Cell Factor) de los que son

la fuente exclusiva (Miyajima y cols, 1992).
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D. Moléculas reguladoras del crecimiento hematopoyético.

En esta secci6n se analizard brevemente Ia historia de los factores humorales respon-
sables del crecimiento hematopoyético, asi como sus principales caracterfsticas

bioqufmicas y moleculares, ademds de sus efectos biolégicos mds importantes.
1. Inductores de macréfagos y granulocitos (MGIs).

Histéricamente, el estudio de los factores que regulan la proliferacién y la
diferenciacién de células mieloides se inicia en 1906 con los estudios de Carnot y
Deflandre en Francia, los cuales describen a la eritropoyetina como el factor responsable
en laformacién de células rojas o eritroides (Carnot-DeFlandre, 1906; Jelkmann, 1992).
Aunque este es el primerdato de la participacién de un factor humoral en la produccién
de células mieloides, el estudio de los mismos no vuelve a tomarse en cuenta sino ya
entradaladécadadelos 60, cuando Leo Sachs en Israel, describelaprescenciadeun factor
producido por células estromales capaz de estimular la formacién de células pertene-
cientes al linaje macr6fago-granulocito, el cual designa MGI (Pluznik-Sachs, 1965;
Bradley-Mercalf, 1966).

En sus estudios pioneros Sachs describe dos tipos de MGIs; el inductor de macréfagos
y granulocitos del tipo 1 (MGI-1) el cual se caracteriza por mantener la viabilidad de
las células en cultivo, ademds de estimular su proliferacién y el inductor de macréfagos
y granulocitos del tipo-2 (MGI-2) el cual estimula preferentemente su diferenciacién
terminal, sin inducir su proliferacién (Lipton-Sachs 1981; Sachs, 1987; Sachs, 1992).
Asimismo, Sachs describe que los MGlIs del tipo 1 pueden serde 3 clases: el MGI-1M;
el cual estimula la proliferacién clonal de macréfagos, el MGI-1G; que induce la
formaci6n clonal de granulocitos-neutréfilos y el MGI-GM; que estimula la formacién
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clonal de ambos tipos celulares. Es importante mencionar que Sachs no nicamente
describe a estos inductores de la proliferacién y diferenciacién mielomonocftica, sino
ademds, las fuentes celulares productoras de los mismos, as{ como las masas
moleculares relativas de estos factores (Sachs, 1992).

Como se verd en la siguiente seccién, los factores MGI-1M, MGI-1G y MGI-GM
descritos por Sachs son sinénimos de los factores M-CSF, G-CSF y GM-CSF descritos
de manera posterior por la escuela australiana encabezada por Metcalf. Es curioso hacer
notar, que aunque el grupo que inicialmente descubrié este factor fue el israelf
llamédndole MGI, esel término CSF del grupo australiano el mis empleado hoy en dfa.
Esta situacién obedece a que este grupo, junto con otros investigadores en el mundo
son los primeros en purificar a homogeneidad a los CSFs, ademds de caracterizarlos

molecularmente y obtenerlos en forma recombinante.
2. Factores estimuladores de colonias (CSFs).

Aunque durante la mayor parte de la década de los 60 y 70 no existe un consenso acerca
de si las siglas MGI o las de los CSFs son las mds apropiadas para describir a estos
factores que tienen el mismo efecto sobre células mielomonociticas, un paso decisivo
en adoptar las siglas CSFses la secuenciacién de aminodcidos y dcidos nucleicos de estas
moléculas por la escuela australiana que culmina en la obtencién de estos factores en
forma molecularmente definida y recombinante (Morstyn-Burgess, 1988; Mercalf,
1992).

En un inicio se pensd, que laaccion de los CSFs sobre células mieloides era linaje-
especffico ya que los factores descritos como GM-CSF, G-CSF y M-CSF afectaban los
linajes granulocito-macréfago exclusivamente. Sin embargo, estudios posteriores de-
mostraron que los CSFs tienen un espectro de accién biolégica sobre células
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hematopoyéticas mucho mds amplio (Tabla 2). Bazan ha descrito a estas propiedades

biolégicas de los CSFs sobre células mieloides de ser redundantes y promiscuas: mds de

un CSF puede actuar sobre una célula hematopoyética y una molécula de CSF puede tener

efectos biolégicos en mds de una célula hematopoyética (Bazan, 1990).

Tabla2. Efectobiolégico delos CSFs sobre células hematopoyéticas y no hematopoyéticas.

CSFs Célula blanco Efectos biolégicos
MULTI-CSF CFU-Sy CFU Mix Estimulacion a la proliferacién y a la diferen-
ciacién
Progenitores de eritrocitos, Formaci6n de colonias a alta concentracién
megacariocitos células cebadas  del factor
y basofilos
Macrofagos y granulocitos Proliferacién y diferenciacion.
LMA " Favorece su crecimiento
GM-CSF Progenitores mieloides Efecto proliferador
Macrofagos Formacién de colonias a baja concentra-
cion del factor
Granulocitos Formacién de colonias a alta concentra-
cion del factor
LMA Factor clonogénico
G-CSF Neutréfilos y eosindfilos Activacion
Epiteliales Proliferacion
Macréfagos Formacién de colonias a alta concentra-
cién del factor
Neutréfilos Formacion de  colonias, estimulacion,
activacién, recuperacion in vivo después
de depletacion
Fibroblastos Proliferacién
Epiteliales tumorales Proliferacion
Neutrofilos Formacion de colonias a alta concentra-
cion del factor
M-CSF Macréfagos Formacién de colonias; altamente especifico

para la maduracion del linaje monocito-
macrdfago; activacion.
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Los CSFs pertenecen a una familia de modificadores biolGgicos conocidos como
citocinas: dentro de las que se incluyen a las interleucinas (IL-1 aIL-12), alos interferones
(INF:o., Byy) yalos factoresdecrecimiento (PDGF, EGF, FGF, IGFy TGB) {(Araiy cols,
1990; Aggarwal-Gurterman, 1992). Los CSFs son polipéptidos monoméricos de varios
cientos de aminodcidos, solamente el M-CSF es un dimero compuesto de unidades de
aproximadamente 14.5 KDa. Los pesos moleculares de los CSFs oscilan en un rango de
los 20 000 a los 70 000 daltones, encontrdndose variaciones en los pesos moleculares
dependiendo del grado de glicolisacién de estas moléculas (Golde-Gasson, 1988; Dexter,
1989; Heyworth y cols, 1990).

La importancia biolégica de los CSFs en el control de la produccién y diferenciacién
mieloide ha sido claramente demostrada in virro e in vivo. Las células de médula 6seaen
cultivo mueren invariablemente si se les suprime de la presencia de estos factores; se ha
demostrado que los CSFs ayudan en la viabilidad de las células de médula 6sea al
estimular la produccién de ATP intracelular. /n vivo, existe un claro incremento en las
cuentas de leucocitos provocado por la administracién exdgena de los CSFs, observin-
dose un relacién désis-dependiente para el caso de GM-CSF y G-CSF (Ruef-Coleman,
1990; Moore, 1991). Asimismo, los CSFs tienen la capacidad de favorecer diversas
actividades bioldgicas en células hematopoyéticas principalmente en células del linaje
granulocito-macréfago dentro de las que se incluyen: actividad bactericida, citot6xicay
antitumoral (Clark-Kamen, 1987).

Para que los CSFs puedan desencadenar una respuesta biolégica en las células blanco
sobre las que inciden necesitan unirse a un receptor especifico que para el caso de las
células mieloides se encuentran en el orden de 500 a 50 000 receptores/célula (Nicola,
1989). Con el empleo de las herramientas de clonacién molecular, los receptores de los
CSFs han sido purificados a homogeneidad, a excepcién del M-CSF que pertenece a la
subfamilia de receptores presentes en los factores de crecimiento con un dominio
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intracelular tirosina-cinasa dentro de los que se incluyen el receptor para PDGF y para
el ligando del receptor c-kit conocido como SCF (Stem Cell Factor), los receptores para
IL-2, (cadena B), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, G-CSF, GM-CSF y EPO carecen de un
dominio intracitoplasmadtico tirosina-cinasa (Cosman y cols, 1990; Gillis, 1991).

La caracteristica principal de esta familia de receptores, conocida como la superfamilia
de las citocinas, es su elevada homologia en la regidn extracelular N-terminal, la cual
tiene una extensién aproximada de 210 aminodcidos, caracterizdndose por presentar dos
pares de cistefnas ademds de algunos triptéfanos y la secuencia Ser-Trp-X-Ser-Trp
(donde X es un aminodcido no conservado) en la porcién C-terminal. No ocurre de la
misma manera con el dominio intracelular el cual varia desde los muy cortos como en el
caso del GM-CSF (54 aminodcidos) hasta los muy largos como en la IL-4 (568
aminodcidos) (Fig 6).

-2

.

Figura 6. La superfamilia de los receptores para los factores estimuladores de colonias
y 1a interleucinas. En la parte superior se encuentran los receptores que necesitan dos
subunidades para formar un receptor de alta afinidad. En la inferior, aquéllos que tienen
alta afinidad por si solos o cuando forman homodimeros. .
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La localizacién génica para algunos de los receptores pertenecientes a esta superfamilia
asf como para la gran mayoria de los CSFs y algunas interleucinas ha sido obtenida. Es
de particular interés destacar que la mayorfa de los CSFs, exceptuando al G-CSF que se
encuentra en el cromosoma 17, se localizan en el cromosoma S juntos con los genes para
IL-4,IL-5, SCF, el receptor para PDGF y el receptor para M-CSF (el proto-oncogene c-
fms) (Dexter, 1989).
Es importante comentar que los CSFs no son los tnicos factores que poseen la
capacidad de estimular la produccién y maduracién hematopoyética ya que otro grupo
de moléculas conocidas como interleucinas (IL-1aIL-12) también pueden incidiren

el desarrollo hematopoyético, ya sea actuando de manera directa o indirecta.

3. Interleucinas (ILs).

Inicialmente, las interleucinas (ILs) fueron descritas como moléculas producidas por
células blancas o leucocitos cuya caracteristica principal consistia en mediar respuestas
inmunes o inflamatorias (Oppenheim, 1981). Sin embargo, con el advenimiento de la
biologfa molecular que facilité la purificacién de las interleucinas a homogeneidad,
permitid evaluar sus efectos biolégicos en otros tipos celulares. De esta manera, ahora
es conocido que lasinterleucinas 1,2, 4, 5,y6, (IL-1,IL-2, IL-4, IL-5 yIL-6) pueden
participar en la proliferacién y la diferenciacién de las células hematopoyéticas tanto
de manera directa como indirecta (Balkwill-Burke, 1989; Platzer, 1989). Asimismo,
recientemente se han identificado a las interleucinas 7,8,9,10 y dltimamenteala 1l y
12 con lo cual el espectro de modificadores biol6gicos que inciden en el compartimiento
hematopoyético se ha ampliado de manera considerable (Aggarwal-Gurterman, 1992;
Metcalf,1992).

Es importante hacer notar que las interleucinas pueden actuar del mismo modo que
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los CSFs en diferentes estadios del desarrollo hematopoyético. Asf tenemos que la IL-
1 actiia a nivel de la célula tallo multipotencial haciéndola susceptible a responder a
otros factores de crecimiento (Dinarello, 1991). Asimismo, nuestro grupo ha confirma-
do que este factor también tiene efectos directos sobre células mieloides ya que estimula
su diferenciacién (Mendozay cols, 1990; Santiago y cols, 1992). En lo que se refiereala
IL-4yalaIL-6, ambas estimulan la formacién decolonias mieloides sobretodo cuando
se usan en combinacién con otros CSFs. Sin embargo, existen reportes de que solas
pueden ejercer efectos biolégicos principalmente en células del linaje monocito-
macréfago (Van Snick, 1990, Paul, 1991). Departicularinterésesla IL-S, queadiferencia
de las otras interleucinas es especifico en su efecto biolégico ya que estimula exclusiva-
mente la proliferacién y diferenciacién de eosindfilos humanos y en ratones de células
“mast”(cebadas) (Sanderson, 1992).

En lo que se refiere a las interleucinas iltimamente definidas, se sabe que la IL-7
participa en estadios iniciales del desarrollo linfoide: células pre-B y pre-T, pero carece
deaccién bioldgica en células B maduras no asf en linfocitos T (Goodwin-Namen, 1992).
La TL-8 ha sido identificada por sus capacidades quimiotdcticas sobre granulocitos-
neutrdfilos, sin afectar su proliferacién o su diferenciacién (Zachariae-Matsushima,
1992). La IL-9 se ha asociado con el desarrollo de los linfocitos T y de células cebadas
(Moeller y cols, 1990). En lo que se refiere a la IL-10, se ha visto que tiene efectos
inhibidores de la produccién de interferén vy y de otras citocinas sobre linfocitos T
auxiliares (Moore y cols, 1990). Aunque 1a IL-9 y 1a IL-10 no poseen efectos biolégicos
sobre células mieloides, 1a IL-11, ademds de sus efectos sobre células linfoides, estimula
el desarrollo de los megacariocitos, siendo considerado por esta razén un factor linfo-
hematopoyético (Paul y cols, 1990; Musashi y cols, 1991). En el caso dela IL-12 se ha
descrito que sus principales efectos son sobre células T citotéxicas y NK (Szerny cols,
1990; Metcalf, 1992). De esta manera, la participacién de los CSFs y de las ILs en el
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control de la produccién y maduracién hematopoysética se ha extendido de manera

considerable (Fig 7).
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Figura 7. Esquema propuesto del papel humoral de los CSFs y las ILsen la
proliferacién, desarrollo, maduracién y activacién bioldgica de las células
hematopoyéticas.

Debido a sus claros efectos en el desarrollo y maduracidn de las células hematopoyéticas
tanto de los CSFs como de las interleucinas, se ha despertado un gran interés en el drea
médica para su aplicacién clinica. Resultados obtenidos en Fase III indican la capacidad
de estos factores para incrementar las cuentas de leucocitos (sobre todo del linaje
granulocito-macréfago), mejorar las propiedades efectoras de estas células, asf como de
su capacidad protectora contra diversos tipos de infecciones (Mertelsmann-Herrmann,
1990, Mertelsmann, 1990). Estos resultados, hacen que tanto los CSFs como las interleucinas
sean considerados candidatos idéneos para corregir diversas anormalidades congénitas o
adquiridas en sindromes hematolggicos, oncoldgicos o infecciosos (Moore, 1991).

La produccién de los CSFs y de la ILs es llevado a cabo principalmente por macréfagos
en condiciones normales y por linfocitos T en situaciones inmunolégicas o inflamatorias.

De acuerdo con Miyajima las primeras estarfan encargadas de la hematopoyesis consti-
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tutiva y las segundas de la inducida (Miyajima, 1992). Dada la amplia distribucidén de las
células del linaje monocito-macréfago en el organismo y de su capacidad de responder
en situaciones normales y de “stress” es considerado como una célula sensora y

administradora de las respuestas biolégicas.

E. El macréfago como administrador celular en la produccion de granulocitos-
neutréfilos.
En esta seccidn, se analizaran los aspectos antes descritos haciendo enfdsis en la funcién

de los macréfagos en la produccién de los granulocitos-neutréfilos.

1. Origen, distribucién y principales caracteristicas bioquimicas y funcionales.

Los macrdéfagos o células del sistema fagocito-mononuclear, es el término cominmente

empleado para designar a las células fagociticas derivadas de la médula ésea. Los
fagocitos-mononucleares se originan de un progenitor bipotencial conocido como GM-
CFU. La GM-CFU que tiene la capacidad de originar tanto a los macréfagos como a los
granulocitos posteriormente quedard determinada, por mecanismos atin poco compren-
didos, y originard al primer descendiente del linaje monocitico: el monoblasto, el cual de
manera posterior se diferenciard a promonocito y éste finalmente a monocito (Lasser,
1983; Nelson, 1991).

Es importante comentar, que este proceso de monocitopoyesis se lleva a cabo en
aproximadamente 6 dfas en la médula ésea y una vez completado, una parte de los
monocitos pasan al torrente sanguineo y la otra, se agrupa como monocitos marginales,
listos a ser requeridos en condiciones de “stress”. Se considera macréfago o histiocito
cuando pasa del torrente sanguineo a los diferentes 6rganos y tejidos del organismo donde
reside por meses y, se cree inclusive que por afios. Una vez que el macréfago se ha
establecido en un drgano o tejido particular, adquiere caracteristicas y propiedades

Junio, 1993 42



MendozaR., J. F.

especificas determinadas por el microambiente circundante (Foster-Landy, 1981; Dean-
Jessup, 1986). Sin embargo, independientemente del lugar donde se localicen, los
macréfagos conservan ciertos atributos porlos cuales se pueden distinguir de otros tipos

celulares (Tabla 3).

Tabla 3. Atributos de los fagocitos mononucleares.

1. Apariencia morfolSgica Células mononucleares de 10 a 15 micras
de ditmetro

2. G isticas citoqufimica Actividad de:
esterasa no-especifica, peroxidasa,
secrecién de lizosima, de 5'-nucleotidasa
y aminopeptidasa

3. Determinantes antigénicos Receptores para Fo para C3b,
para CSF y para lactoferrina

4. Caracteristicas funcional Fagocitosis de bacterias opsonizadas, de

esferas de poliestireno y de hierro
Pinocitosis
5. Secrecidn de glicoproteinas y proteinas Proteinas plasméticas, componentes del
especificas pl pre landinas, enzimas
secretoras y no secretoras

En la Figura 8, se representa de manera esquemdtica el desarrollo del macréfago asi
como su distribucién y los principales nombres con las que se conocen a estas células
dependiendo del tejido o 6rgano donde se localicen. Es importante destacar que la
concentracién de los macréfagos en los diferentes Grganos y tejidos es disfmil, siendo
mayor en el higado, el bazo, los nédulos linfdticos, 1a médula dsea, el alvéolo pulmonar,
las cavidades pleural y peritoneal y, menor en cerebro, piel y fluido sinovial (Gordon y
cols, 1988).

Debido a su amplia distribucidn, los fagocitos mononucleares tienen la facultad para
“monitorear” el srarus quo del organismo y, responder a diferentes tipos de senales:
fisicoquimicas, humorales y celulares tanto en condiciones normales como de “stress”.
Cuando se altera el estado homostdtico interno, el macréfago experimenta un proceso de

activacién liberando una gran variedad de enzimas, hormonas, proteinas y modificadores
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Figura 8. Origen y distribucidn de los fagocitos mononucleares.

bioldgicos, cuya funcién principal es restablecer el equilibrio interno (Tabla 4).
Como consecuencia de la secrecién de estos productos bioldgicos el macréfago tiene la
capacidad de modular una gran variedad de actividades fisioldgicas: dentro de las que se
incluyen las inmunoldgicas y las de eliminacién de detritus celulares. En lo que se refiere
al compartimiento hematopoyético, se sabe que el macréfago es capaz de producir varios
tipos de CSFs (Powandi y cols, 1988). Sin embargo, como veremos en la subsiguiente
seccidn, es sélo hasta el afio de 1988 que se empiezan a dar evidencias cualitativas y
cuantitativas del papel de los fagocitos-mononucleares en la regulacién de la hematopo-

yesis, particularmente en la generacién de granulocitos-neutréfilos.
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Tabla 4. Productos bioldgicos producidos por el macréfago.

1. Enzimas secretoras

2. Enzimas no-secretoras

3. Protefnas plasmdticas

4. Substancias de bajo peso molecular

5. Factores reguladores de la funcién
celular

Lisozomales, hidrolasas, B-galactosidasa,
B-glucoronidasa,
N-acetilglucosaminidasa, lisozima,
nucleasas, ribonucleasas,
deoxiribonucleasas, fosfatasas, fosfatasa
dcidas, alfa-ngptil, lipasas de
lipoproteinas, arginasa, protefnasas
(catepsinas: B, D, H, L, N), activador
del plasminégeno, colagenasas (tipos:
I-1V), elastasa, tromboplastina,
proteinasa amiloide, hialuronidasa

Lactato-deshidrogenasa, peroxidasa,
transglutaminasa, 5'-nucleotidasa

Alfa-2-macroglobulina, fibronectina,
transcobalamina II, aplipoprotefna E,
proteinas de coagulacién, tromboplastina
tisular, factores V, VII, IX y X,
componentes del complemento (C1, C2,
C3, C4, CS), properidina, factor By D,
inhibidor de C3b

Radicales de oxigeno libre, peréxido de
hidrégeno, cAMP, timina, uracilo, 4cido
tirico, prostaglandinas (E2, 12, F2,
6-ceto-PG F1, leucotrieno C)

Interleucina-1, interleucina-3,
interleucina-6, interleucina-8, factor de
necrosis tumoral, factor de crecimiento
derivado de plaquetas, interferdn,
eritropoyetina, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor angiogénico
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2. El macrdéfago y su papel en la produccién y diferenciacién de los granulocitos-

neutréfilos.

Las primeras evidencias experimentales para considerar a las células del sistema
monocito-macréfago con un papel importante en la generacién de los granulocitos-
neutréfilos, se basan en los experimentos realizados en 1987 por Rich en Alemania. Al
estar estudiando el papel inhibitorio de la lactoferrina, la cual se conocfa desde 1979 era
uninhibidor de la hematopoyesis, encontré que la formacién de colonias hematopoyéticas
no era disminuida por esta proteina, sino por el contrario, era estimulada (Rich-Sawatzki,
1987).

Cuando Rich y cols, evaluaron los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de macréfagos
residentes cultivados en presencia de lactoferrina, sobre células de médula Gsea en
cultivos en agar, encontraron que las colonias que se desarrollaban en este sistema
consistfan principalmente de granulocitos-neutréfilos. Estos resultados demostraban
que la lactoferrina provocaba que el macréfago produjera un factor (es) de crecimiento
y diferenciacién de neutréfilos. Una prueba mds contundente del papel de la lactoferrina
en la generacién de los granulocitos-neutréfilos, 1a obtendrfa un poco después cuando
inoculé in vivo esta molécula y, demostré que los conteos de neutréfilos en sangre
periférica se incrementaban claramente en comparacién con los controles (Rich, 1988).

De esta manera, Rich y cols, fueron los primeros en dar evidencias de que el macréfago
puede regular la produccién de los granulocitos-neutréfilos. Sin embargo, estos resulta-
dos no demuestran que esta produccion de neutréfilos inducida por la lactoferrina, sea a
consecuencia de la secrecién por parte del macréfago de un factor de crecimiento
especifico para los granulocitos.

Otra lfnea de investigacién independiente, encaminada a demostrar la participacién de
los macréfagos en la produccidn y diferenciacién de los granulocitos-neutréﬁ}os eslaque
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se persigue en el presente trabajo doctoral. Los primeros resultados que nos hicieron
pensar en ese sentido fueron los obtenidos previamente en nuestro laboratorio, en los
cuales dibamos evidencias de que la produccién de los CSFs en condiciones normales es
célula-especifica y dependiente del ciclo celular (Zambrano y cols, 1989 b).

Debido a que era conocido desde inicios de la década de los 70, que los sobrenadantes
de los cultivos de fibroblastos originaban colonias de macréfagos fue aceptado que este
tipo celular producia M-CSF (Stanley y cols, 1970). Unos afios después Weiss y cols,
demuestra que las células epiteliales son la principal fuente de GM-CSF. Como
posteriormente se comprueba que los linfocitos T son los principales productores de IL-
3, este mismo investigador propone que la produccién de los CSF es célula especifica
(Zambrano y cols, 1989 a). Sin embargo, en lo que se refiere a la produccién de G-CSF
no existfan datos acerca de cual serfa el tipo celular involucrado. Una aproximacién de
que los macréfagos pudieran participar en la génesis de los granulocitos fue obtenida por
nuestro grupo al estar trabajando con monaocitos derivados de médula 6sea y, estudiar que
tipo de CSF producfan (Zambrano y cols, 1988).

Tratando de demostrar que la produccién de los CSFs es célula especifica y dependiente
del ciclo celular, encontramos que cuando estimuldbamos a proliferar a monacitos
derivados de la médula 6sea con el factor M-CSF (factor de crecimiento de macréfagos)
estos eran capaces de producir un CSF con diferente masa molecular al M-CSF empleado
y alos reportados previamente para GM-CSF e IL-3 (Zambrano y cols, 1988; Zambrano
y cols, 1989 a). Este resultado apoyaba nuestra hipétesis de la produccién célula-
especifica de los CSFs. Asimismo, el hecho de que los monocitos de médula ésea
produjeran un factor con actividad estimuladora de colonias, despertd nuestro interés por
estudiar las caracteristicas bioquimicas y bioldgicas de este CSF.

La aproximacién bioquimica se obtuvo cuando el CSF derivado de monocitos de
médula ésea se purific parcialmente obteniéndose una masa molecular de 45 kd. (Mora
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ycols, 1988). Ademds, reportes citados en 1a bibliografia corroboraban que el CSF de 45
kd reportado por nuestro grupo habia sido detectado con la misma masa molecular en
macréfagos residentes e inducidos de cavidad peritoneal (Calgcanoy cols, 1982), en una
linea de tipo macréfagico y en monocitos de sangre periférica humana (Lotem y cols,
1980; Sullivan y cols, 1985), haciendo suponer que las células del sistema monocito-
macréfago producen un CSF que es célula-especifica.

Pero la interrogante principal consistia en conocer el tipo celular mieloide sobre el que
incidia este CSF. Debido a que los macréfagos producen sustancias con capacidades
diferenciadoras sobre granulocitos (Narhan, 1987; Paveri y cols, 1988) y tomando en
consideracién que hemos proptiesto que la produccion de los CSF es célula-especifica,
en este trabajo se estudiard si el CSF de 45 kd es un factor de produccién y diferenciacién
de granulocitos-neutrdfilos (G-CSF). Asimismo, si esta molécula tiene efectos
diferenciadores sobre este linaje y ademds, si es producida por macréfagos normales
indicando la naturaleza célula-especifica del G-CSF.

Por otra parte, debido a que células no-hematopoyéticas del tipo de los fibroblastos
participan en la produccién de las células sanguineas a través de la secrecién de CSFs, en
particular de M-CSF, el cual estimula el crecimiento de los macréfagos y de que como
ha sido demostrado por nuestro grupo, los macréfagos bajo el estimulo del M-CSF
producen un CSFde 45 kd y de que es conocido que los macréfagos producen factores con
actividades mitGgenas sobre fibroblastos (Leibovich, 1978; Lovhaug y cols, 1986), la
segunda fase de este trabajo doctoral estudiard si este CSF de 45 kd es un factor de
crecimiento para fibroblastos normales.

De demostrarse lo anterior, se estarfa dando evidencias de 1a interrelacién que existe a
nivel humoral entre células hematopoyéticas y estromales en la regulacién de la

produccién de granulocitos-neutréfilos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de la funcién que tienen los factores estimuladores de colonias (CSFs) sobre
la produccién hematopoyética se ha expandido de manera considerable desde la primera
descripcién que se hiciera de los mismos hace mds de 28 afios. En un inicio el interés se
centré en conocer cuales eran los tipos celulares que participaban en la produccién de
estas moléculas, demostrindose que casi cualquier tejido u érgano de nuestro organismo
tenfan la capacidad de generar los CSFs (Sachs, 1992; Metcalf, 1992).

Posteriormente, el estudio se enfocd en conocer qué células de manera normal producen
CSFs, comprobdndose que bajo condiciones normales los principales tipos son: los
fibroblastos que producen M-CSF, las células epiteliales que producen GM-CSF y los
linfocitos T que producen IL-3 (Zambrano ycols, 1990 a; Zambrano y cols, 1990 b; Ihle
ycals, 1982).

En lo que se refiere al G-CSF, aunque se han descrito diversos tipos celulares tanto
normales como tumorales qué toman parte en su produccién (Berdel y cols, 1989), el
papel del macréfago en producir este factor no habfa sido considerado. Como se
describié en el marco teérico los primeros datos reportados de la participacién de los
macréfagos en la produccién de los granulocitos fue con los trabajos de Rich y cols, en
1988, demostrando que los macréfagos eran capaces de favorecer el desarrollo, tanto in
vitro como in vivo, de los granulocitos en presencia de lactoferrina (Rich, 1988). Sin
embargo, en sus estudios no demuestra que sea como consecuencia de la produccién de
los macréfagos de algiin factor de crgcimiento particular, o de G-CSF.

De manera independiente, resultadds‘previos obtenidos por nuestro grupo demostraron
que las células del lma;: monocito- macrof1go previamente estlmulados con endotoxinas
o como consectiencia de su proliferacién; estimulaban la formamqn de colonias de

granulocitos en cultivos de médula 6sea (Mora y cols, 1988; Zami# ‘ano cols, 1990 a).
b y
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Los datos indicaban la posibilidad de que los macréfagos estuvieran secretando al medio
un factor o factores responsables de la generacién de granulocitos.

Teniendo en cuenta los antecedentes antes descritos, en este trabajo se estudié si los
macréfagos tanto normales como provenientes de una linea celular transformada tienen
la capacidad de secretar G-CSF como consecuencia de su activacién o como parte de su
produccién normal, ademds de caracterizar el peso molecular de este factor y de
contribuir al concepto de que la produccién de los CSFs es célula-especifica.

Por otra parte, teniendo en consideracién que durante el proceso hematopoyético se
necesita una intima asociacién entre las células estromales y las células hematopoyéticas
paralaproducciénde células sanguineas de novo, ademdsde que es conocido que los CSFs
producidos por cierto tipo de células estromales, como los fibroblastos y las células
epiteliales, estimulan a su vez a las células hematopoyéticas de manera pardcrina a
producir de nove CSFs y de que recientemente ha sido demostrada la presencia de
receptores de CSF en células tumorales (Shoukat y cols, 1988; Berdel y cols, 1989 ), en
este trabajo se estudié si el CSF producido por macréfagos, que suponemos es G-CSF,
a su vez posee la capacidad pardcrina de estimular la proliferacidn de fibroblastos, ya que
de demostrarse este efecto indicarfa la existencia de un mecanismo de retroalimentacién

humoral positiva para la produccién de los granulocitos.
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HIPOTESIS

Existen evidencias experimentales que demuestran que la produccién del GM-CSF, del
M-CSF y de la IL-3 es célula-especifica. Para el caso del G-CSF aunque ha sido descrito
su produccién tanto por células normales como tumorales, aiin no se ha identiﬁcadb el
tipo celular principal en su generacién. Teniendo en consideracién resultados de nuestro
grupo de que las células del linaje monocito-macréfago de varios 6rganos y tejidos
producen un inductor con actividad tipo CSF de 45 KD; se sugiere que esta molécula
pueda ser un factor con capacidad de proliferacién y diferenciacién de granulocitos (G-
CSF).

Por otro lado, debido a la cooperacién que se genera entre los macréfagos y los
fibroblastos en los procesos de reparacién de tejido (cicatrizacién) como consecuencia
de traumatismo, en la que es bien conocido que los macréfagos producen varios factores
de crecimiento para fibroblastos y los fibroblastos factores de proliferacién y
diferenciacién hematopoyética, y de que recientemente se ha demostrado la presencia de
receptores para algunos CSF en células estromales de origen tumoral, sugerimos que el
CSF de 45 kd que producen los macréfagos o el mismo rhG-CSF pueden ser factores de
proliferacién de fibroblastos. Esto pondrifa en evidencia la existencia de un mecanismo
que controlarfa tanto la repacién de tejido como la generacién de células sanguineas

efectoras (en este caso granulocitos).
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar si las células del linaje monocito-macréfago producen un inductor de la
proliferacién y diferenciacién de granulocitos, caracterizar bioqufmicamente el peso
molecular deeste factor, determinar si esta produccién es general de macréfagosy si este

inductor o el rhG-CSF tienen la capacidad de estimular la proliferacién de fibroblastos.
Objetivos Particulares

1.- Estudiar si macréfagos normales de médula ésea y de cavidad peritoneal son capaces
de producir un inductor con actividad estimuladora de colonias de granulocitos.

2.- Evaluar si la linea de tipo macrofdgico WR19M.1 produce un inductor con actividad
estimuladora de colonias de granulocitos.

3.- Determinar bioquimicamente el peso molecular aparente del inductor con actividad
estimuladora de colonias de granulocitos.

4.- Evaluar si este inductor parcialmente purificado tiene efectos sobre la formacién de
colonias de granulocitos, ademds de estimular sus funciones efectoras como la fagocito-
sis de particulas de latex sobre granulocitos y en poblaciones de macréfagos.

5.- Estudiar si el inductor parcialmente purificado posee la capacidad de estimular la

proliferacién de fibroblastos tanto a baja como a alta densidad.
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MATERIALESY METODOS.

Se utilizaron ratones de 4 a 8 semanas de edad, de la cepa CD-1 como donadores de
células de médula dsea, de macréfagos residentes e inflamatorios de la cavidad peritoneal,
asf como de pulmones y rifiones para la obtencién de fibroblastos y células epiteliales

respectivamente.

Condiciones de cultivo.

Tanto los cultivos de células hematopoyéticas como de las células estromales, se
realizaron en una atmdsferade 10% de CO,, a 37° C y con 95% de humedad relativa. Se
utilizé medio de cultivo minimo de Eagle moditicado por Dulbecco (DMEM: Sigma
Chemical Co; St. Louis, MO), suplementado con 10% de suero de caballo para los
cultivos de las células hematopoyéticas (Microlab, D.F. México) y con suero fetal de
bovino (Microlab) al mismo porcentaje para los cultivos de fibroblastos de pulmén y
células epiteliales de riiién. Antes de su uso tanto el suero de caballo como el suero fetal
de bovino fueron inactivados a 56° C por 30 minutos.

Una vez que se preparé el DMEM (Apéndice I), se le adiciond 100 ug/ml de
estreptomicina, 100 U/ml de penicilina G cristalina y 3.7 g/ml de bicarbonato de sodio
(Sigma) antes de utilizarlo como medio de cultivo.

En los cultivos celulares se utilizaron cajas de petri de 60 x 15 mm de didmetro (Nunclon,
Dinamarca) para el crecimiento de los fibroblastos de pulmoén y de las células epiteliales
de rifién y para los cultivos de las células hematopoyéticas cajas de petri de 35 x 10 mm
de didmetro (Nunclon). Para los ensayos de proliferacién celular se utilizaron placas de

fondo plano de 96 pozos (Nunclon).
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Células:

Fibroblastos de pulmdn.

Para la obtencién de fibroblastos del pulmén los animales fueron sacrificados por
dislocacién médulo-encefdlica. Posteriormente, se realizé una incisién ventral a nivel del
térax y se extrajeron los pulmones. Ambos drganos fueron lavados en solucién
amortiguadora de fosfatos (SAF) (Apéndice II) hasta eliminar la mayor cantidad de
sangre. Se cortaron los pulmones sin desgarramiento del tejido, en trozos de 3 mm
aproximadamente. Los pedazos de pulmén se colocaron en un matraz erlenmeyer de 50
ml adiciondndole 10 ml de una solucién al 0,05% de colagenasa tipo IV (Sigma). El
matraz con los pulmones se coloc en bafio de marfa a 37 ° C durante 10 min. Transcurrido
este tiempo, se retird la solucién enzimdtica y se agregé colagenasa recién preparada a
la misma concentracién y temperatura, pero incubadas por 15 min.

Una vez realizadas estas dos disgregaciones enzimdticas, todo el contenido se pasé a
través de una malla de nylon para separar al tejido no disgregado, colectdndose todo el
contenido en un tubo cénico de 50 ml. El tubo cénico con las células fue colocado en un
bafio de hielo por 5 minutos para inactivar a la enzima.

Se centrifugé todo el contenido a 70 x g por 5 min, desechdndose el sobrenadante. Esta
operacidn se repiti6é en 3 ocasiones mds utilizando S ml de SAF, alas mismas revoluciones
y por el mismo periodo.

Las células obtenidas se contaron con la ayuda de un hemocitémetro y se sembraron 5

X 10° en cajas de 60 x 15 mm de didmetro por 7 dfas.
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Células epiteliales de riiidn.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién médulo-encefilica, posteriormente se
realizaron dos incisiones dorso-laterales extrayéndose los rifiones. Estos se colocaron en
una caja de petri que contenfa 5 ml de SAF. Antes de su procesamiento se descapsularon
y se cortaron en trozos de aproximadamente 3 mm. Hecha esta operacién los trozos del
tejido se pasaron a un matraz erlenmeyer de 50 ml, precediendo a su disgregacién
enzimdtica.

Para ello, se agregd dependiendo de la cantidad de tejido, de 10 a 20 ml de tripsina tipo
II (Sigma) a una concentracion de 0.25% en SAF. El matraz con el tejido y la solucién
enzimdtica se colocé en bafio de marfa a 37 ° C por 10 minutos. Después de transcurrido
este tiempo, se retiré la solucién enzimdtica con la ayuda de una pipeta estéril y se
agregaron 20 ml de solucién enzimdtica recién preparada colocdndose nuevamente el
matraz en bafio de marfaa 37 ° C pero ahora por 30 a45 min (esto dependerd dela cantidad
del tejido disgregado).

Una vez que se alcanzé aproximadamente un 75% de disgregacién del tejido, se
procedid a pasar todo el contenido del matraz a través de una malla de nylon para retener
al tejido no disgregado, colectdndose el contenido en un tubo cénico de 50 ml. Se procedié
a inactivar a la enzima ya sea colocando el tubo en un bafio de hielo por 5 minutos o
agregando a aquél 0.5 ml de suero de caballo o fetal de bovino.

Realizado lo anterior, se centrifugé a 70 g por espacio de 3 minutos, se deseché el
sobrenadante y se realizaron 2 lavados mds con 5 ml de SAF c/u por el mismo periodo
de tiempo. Se conté el niimero celular y se sembré de 5 X 10°a 1 X 10 ¢ células en cajas

de petri de 60 X 15 mm, incubando por espacio de 7 dias.
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Células de médula ésea.

Se sacrificé al ratén por el procedimiento ya descrito. Posteriormente, se hizo una
incisién a nivel medio de cada una de las dos extremidades anteriores del animal para
extraer los 2 huesos fémurs, los cuales fueron colocados en 5 ml de DMEM. Después de
locual se procedid a quitarles el exceso de tejido muscular con la ayuda de pinzas y tijeras
estériles.

Realizada la operaci6n anterior se procedié a desalojar el tejido medular, para ello se
emplearon jeringas de insulina estériles con las cuales se tomé 1 ml de DMEM haciéndolo
fluir de un extremo a otro del hueso. Se repitié la operacién hasta conseguir que la mayor
cantidad del tejido medular fuera desalojado (el nimero de células hematopoyéticas
obtenidas por este procedimiento debe estar en un valor aproximado de 15220 x 109).

Una vez hecho lo anterior, se centrifugaron las células de médulaéseaa 70 x g por 5 min,
repitiéndose la operacién 2 veces mds bajo las mismas condiciones. Se contaron las
células con Ia ayuda de un hemocitémetro, sembrando 5 X 10 * células para los ensayos

enagar.

Macrdéfagos y granulocitos "“inflamatorios" de Ia cavidad peritoneal

Para la obtencién de macréfagos y grantlocitos "inflamatorios” de la cavidad perito-
neal, los ratones fueron inyectados i.p. con 3 ml de caseinato de sodio (Difco Laboratories,
Detroit, MI) al 10% en SAF. Mediante lavado peritoneal, los granulocitos fueron
colectados a las 16 hrs y los macréfagos a los 4 dias mediante el procedimiento siguiente:
una vez sacrificados los ratones se realizd una incisién de aproximadamente 5 mm a nivel
del abdomen; con unajeringa de 20 ml seintrodujeron 10 ml de SAF, seagité ligeramente
la cavidad peritoneal y se retir6 el mayor volumen posible, esta operacién se repitié 3
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veces mds (la cantidad de granulocitos obtenidos fluctda entre los 10-12 x 10¢y para los
macréfagos entre 6-8 x 109).

Los macréfagos residentes fueron obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones no
tratados, utilizando el mismo procedimiento para retirar a las células ya descrito para los
granulocitos y los macréfagos "inflamatorios”. Con la finalidad de homogenizar a las
poblaciones obtenidas, las células retiradas tanto de los ratones tratados como de los no
tratados fueron colocadas en cajas de petri de 5 ml en presencia de DMEM al 10% en suero
de caballo e incubadas a 37° C por 1 hora. Transcurrido este tiempo las c€lulas adherentes
fueron utilizadascomo macréfagos y las flotantes, en el caso de los ratones inyectados por
16 hrs, como granulocitos.

Mediante tincién con Giemsa, los cultivos de macréfagos fueron 97% puros con 3% de
granulocitos contaminantes y los cultivos de granulocitos 95% puros con un 5% de

macréfagos.

Obtencién de medio condicionado.

Con la finalidad de obtener CSFs provenientes de fibroblastos, células epiteliales,
macréfagos residentes e inflamatorios de la cavidad peritoneal, los sobrenadantes de los
cultivos en el segundo pasaje, para el caso de los fibroblastos y de las células epiteliales
fueron retirados a los 7 dfas de cultivo después de haberse cultivado durante este periodo
de tiempo 1.5 X 105 y 2.5 x 10 * fibroblastos y células epiteliales respectivamente.

Para el caso de las células monociticas, los sobrenadantes fueron retirados después de
cultivar 4 X 10 *macréfagos residentes o "inflamatorios" en presencia o ausencia de 10

microgramos de lipopolisacaridos de_Salmonella ryphimurium (Difco, Detroit, MI).

En el caso de la linea de tipo macrofigico WR19M. | una vez de haberse sembrado 5 X
10 %, los sobrenadantes se retiraron al cuarto dia de cultivo.
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En todos los casos, los medios condicionados (MC) asf obtenidos fueron congelados a

-20 ° C hasta su utilizacién.
Ensayo de formacién de colonias.

Los medios condicionados producidos durante el cultivo de las diferentes estirpes
celulares empleadas en este trabajo (macréfagos residentes e inducidos y células epite-
liales y fibrobldsticas) fueron evaluados en cuanto a su capacidad de inducir la formacién
de colonias en células de médula 6sea.

Para ello, fue utilizada la técnica de doble capa en agar (Pluznik-Sachs, 1965), la
cualconsistié en colocaren unacaja de petri de 60 x 35 mm de didmetro doscapasdeagar:
la primeraal 0.6 % la que contiene el MC a serevaluado y la segunda al 0.3 % que contiene
a las células de médula ésea (aproximadamente 5 x 10*células por caja). Se incuban los
cultivos por espacio de 7 dfas, posteriormente se evaliian los cultivos con la ayuda de un
microscopio invertido. Todas las agrupaciones celulares mayores o iguales a 20 células

fueron consideradas como colonias.
Determinacién de la morfologia de las colonias.

La evaluacién de 1a morfologfa celular de las colonias inducidas por los diferentes MC
empleados en este estudio, fueron realizadas por una modificacién de la técnica de
transferencia del agar a portaobjetos (Jazbieh y cols, 1986). Para ello, la capa superior
de agar es cortada en secciones de aproximadamente 2.5 X 1 cm y sobre éstas es
sobrepuesta una hoja de papel filtro Whatman del No 2 (Whatman Incorporated, Clifton,
NJ).

Tan pronto como el agar conteniendo las colonias se adhiere al papel filtro es retirado
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y transferido a un portaobjetos. Se deja secar durante 30 a 45 min después el papel filtro
es separado del agar cuidadosamente. Se tifien las colonias embebidas en el agar,
fijdndolas previamente con etanol por 3 minutos, con Giemsa al 10% por espacio de 10
a 15 min.

El criterio utilizado para asignar morfologia celular fue el siguiente: cuando las colonias
contenfan células pequefias con niicleo delgado en forma de anillo fueron consideradas
como granulocitos en banda, cuando el niicleo fue segmentado como granulocitos
maduros y cuando las colonias fueron grandes en tamaiio y vacuoladas fueron registradas

como macréfagos. Las colonias con células inmaduras fueron registradas como bldsticas.

Ensayo de proliferacién celular.

Para los ensayos de proliferacién celular de los cultivos de fibroblastos y células
epiteliales se utilizaron dos técnicas diferentes. La primera consisti6 en sembrar 1.5 X
10° fibroblastos en presencia de 3 ng/mi de IL-1, 4 ng/ml de M-CSF y 400 ng/ml de G-
CSF por 7 dias. Posteriormente, esta estirpe celular fue disgregada enzimdticamente con
tripsina (Sigma) al 0.1% en SAF. Después, laenzima fue desactivada agregando 0.5 ml
de SFB y lavadas 3 veces con SAF a 70 g por 5 min. Finalizada esta operacién se deseché
el sobrenadante y los fibroblastos asf obtenidos fueron resuspendidos en un volumen de
2 ml de DMEM y evaluado su mimero celular mediante un hemocitémetro y utilizando
un microscopio compuesto.

En la segunda técnica, se utiliz6 la incorporacién de timidina tritiada como un indice de
Ia sintesis de DNA (Baserga, 1990). Para ello, se sembraron 2.5 X 10 3 células de tipo
fibrobldstico y 7.5 X 102 células epiteliales en placas de 96 pozos (Nunclon), en DMEM
al 10% en SFB durante 6 dfas . Posteriormente, se desechd el sobrenadante de las placas
de 96 pozos y se hicieron 3 lavados con DMEM para eliminar las trazas de SFB. Se
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adicionaron los CSFs a una concentracién de 100 ng para el factor M-CSF, 100 ng para
GM-CSF, 100 ng para IL-3 y 250 ng para G-CSF.

Las placas fueron incubadas por 16 horas, tiempo después del cual se adicionaron 100
microlitros (1) de timidina tritiada (Dupont, USA) a una concentracién de un microcurie/
ml (actividad especifica de 15 Ci/ mmol) y se incubd nuevamente pero ahora por 8 horas,
Transcurrido este tiempo se procesé cada placa por separado en un cosechador MH-12
(Beckman Instruments de México), utilizando papel para cosechadora Brandel con
centellador absorbido (Beckman). Después de realizada la cosecha se transfiri6 el papel
a liquido de centelleo Brandel y se procedié a su lectura en contador de centelleo

(Beckman).
Determinacién de desmogleina.

La técnica de la determinacién de desmogleina fue utilizada para corroborar el origen
de las estirpes celulares empleadas (Mueller-Frank, 1983). Para ello, se obtuvieron
desmosomas de hocico de bovino y los anticuerpos anti-desmogleina se obtuvieron de
congjos inmuniza&os con desmogleina (Laemmli, 1970).

Por otra parte, tanto las estirpes celulares con morfologia fibrobldstica como epitelial
se dejaron proliferar en portaobjetos hasta saturacién. Posteriormente, fueron fijadas con
metanol y permeabilizadas con acetona a -20 ° C por 5 minutos e incubadas con
anticuerpos anti-desmoglefna de conejo por 30 minutos. Después con IgG-isotiocianato
fluoresceinada anti-conejo de carnero (FITC). Lascélulas fueron lavadas exhaustivamente
entre cada incubacién con solucién amortiguadora Tris (SAT) conteniendo 1% (p/v) de
albimina de suero de bovino. Las células fueron montadas finalmente en SAT contenien-
do 90% (p/v) de glicerol y 1 mg/ml de parafenildiamina.

Unicamente los cultivos que por examen visual tuvieron morfologfa epitelial y que
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fueron positivas para desmoglefna se utilizaron como células epiteliales y aquéllos con

morfologfa fibrobléstica y negativos para desmoglefna como fibroblastos.

Purificacién de la molécula de 45 Kd del MC de la WRI9M.1.

Tres mililitros del MC de la WRIIM.1 (MC-WRI19M.1) fueron pasados en una
columna de 80 X 2.5 cm de didmetro que contenfa sephadex G-100 (Pharmacia Fine
Chemicals; Uppsala, Suecia). Como eluyente se utiliz6 SAF (pH 7.2) a4 °Caunintervalo
de flujo de 15 ml/hr obteniéndose 50 fracciones de 4.7 ml cada una.

Se uséazul dextran para determinarel volumen de exclusién, mientras que la transferrina,
la ovoalbiimina, media hemoglobina y el citrocomo C como proteinas de referencia. El

perfil de elucién de las proteinas fue siempre leido a 280 nm.
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RESULTADOS

La linea celular de tipo macrofigico WR19M.1 produce un inductor con

actividad estimuladora de colonias de granulocitos.

Con la finalidad de estudiar si células del linaje monocito-macréfago producen factores
humorales con capacidad de estimular la produccién y la diferenciacién de granulocitos-
neutréfilos, se analizé primero si el medio condicionado de la lfnea transformada de tipo
macrofigico WRISM.1 (MC-WRI9M.1) estimulaba la formacién de colonias de
gram_xlocitos en cultivos de células de médula Gsea de ratén.

El MC-WRI19M.1 fue utilizado al 10% para los ensayos de formacién de colonias.
Como controles positivos se utilizaron en el mismo porcentaje los MC de fibroblastos
y de células epiteliales (MCF y MCE respectivamente) y como control negativo un
cultivo al cual no se le adicioné MC (Tabla 1.).

Tabla 1. Niimero y porcentaje de colonias con diferente morfologfa.
NUMERO DE COLONIAS (Porcentaje)

Granulocitos Macréfagos Blastos Total
Inductores Bandas Segmentados
_ 0(0) 0(0) 0 0(0) 0(0)
MC-WRI9M.1 45(18) 190(76) 15(6) 0(0) 250(100)
MCE 45(9) 185(37) 225(45) 45(9) 500(100)
MCF 3(1) 26(9) 260(90) (J()) 289(100)

Las células de médula Osea fueron cultivadas en agar por 7 dias en presencia del
medio condicionado de la linea de tipo macrofigico WR19M.1 y de los medios
condicionados por fibroblastos y células epiteliales. El término banda se refiere a
células con nicleo en forma de anillo; el de segmentado a células con nicleo
segmentado. (), indica control sin inductor.
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Los resuitados obtenidos muestran que el MC-WRI19M.1 tiene la capacidad de inducir
preferentemente la formacién de colonias de granulocitos (235 colonias, lo que represen-
ta el 94% del total) ademds, de estimular la proliferacién de colonias de macréfagos
aunque en menor cantidad (sélo el 6% del total de colonias formadas). Como puede
observarse en la Tabla 1, los MC usados como controles positivos para colonias de
granulocitos-macréfagos y para macréfagos (MCE y MCEF respectivamente), estimula-

ron esencialmente esos tipos celulares.

La linea celular de tipo macrofigico WR19M.1 produce un factor de 45 Kd con
actividad tipo G-CSF.

Una vez que se demostré que la linea de tipo macrofigico WRI19M.1 produce un
inductor con actividad formadora de colonias de granulocitos, se analizé el peso
molecular de este inductor. Para ello, 2 ml del MC-WR19M.1 fueron colocados en una
columna para cromatografia que contenfa sephadex G-100 para ser separados

molecularmente, se obtuvieron 100 fracciones de 4.5 ml cada una (Fig 1.).
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Figura 1. Absorbancia y volumen de exclusién del medio condicionado de la linea
WRISM.1.

Junio, 1993 67



MendozaR., J. F.

Las fracciones fueron utilizadas al 10% en los ensayos bioldgicos, evaludndose su
capacidad de formar colonias en cultivos de células de médula ésea y se encontré que el
inductor tenfa un peso molecular de aproximadamente 45 Kd (Fig 2.). Al realizar el
andlisis morfol6gico de las colonias inducidas por la fraccién de 45 Kd en cultivos de
células de médula sea, encontramos que indujo sélo colonias de granulocitos (Tabla 2).
Como la fraccién de 45 Kd tuvo el mismo efecto biolégico que el rhG-CSF (conocido
inductor de la diferenciacién de granulocitos), el que se utilizé como control positivo,
sospechamos que esta fraccién contiene probablemente una actividad tipo G-CSF. En
este ensayo se utilizaron como recombinantes control rhIL-1 e rhIL-2, los cuales no tienen
efecto conocido en la proliferacién de granulocitos, y como control negativo cultivos de

médula ésea sin ninguin inductor.
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Tabla 2. Niimero y porcentaje de colonias con diferente morfologia.
NUMERO DE COLONIAS (Porcentaje)

Granulocitos Macréfagos  Blastos Total
Inductores Bandas  Segmentados
—_— 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
rhiL-2 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
rhiL-1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
rhG-CSF 15(3) 428(83) 72(14) 0(0) 515(100)
Fraccién 0(0) 14(100) 0(0) 0(0) 14(100)

45-KD

Las células de médula 6sea fueron cultivadas en agar por 7 diasen presenciadelafraccion de
45Kd y delthG-CSF; comorecombinantes control se utilizd rhIL-2 e rhIL-1. El término banda
se refiere a células con nucleo en forma de anillo; el de segmentado a células con niicleo
segmentado. (-), indica controlsininductor.

La fraccién de 45 Kd y el rhG-CSF estimulan de manera similar la fagocitosis
y la diferenciacién morfolégica en granulocitos "inflamatorios" y de médula

Gsea.

Debido a que el MC-WR19M. 1 contenfa un inductor con actividad tipo G-CSF con un
peso molecular de 45 Kd y que ésta molécula tiene propiedades de diferenciacién en
granulocitos, decidimos estudiar si este inductor posefa efectos de activacién de funcio-
nes efectoras de granulocitos maduros; como la fagocitosis de particulas de latex, asi
como la de inducir diferenciacién de granulocitos de médula 6sea.

Con este propésito, se utilizé 1a fraccién de 45 Kd al 10% y se evalué su capacidad de
estimular ladiferenciaci6n de la morfologia de los granulocitos de médula sea, asi como
de su capacidad de incremento de la fagocitosis en esta poblacién y en granulocitos
"inflamatorios” de la cavidad peritoneal. Se encontré que esta fraccién con actividad tipo
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G-CSF fue un fuerte inductor de ambas propiedades diferenciadoras, sin embargo, no fue
la tinica fraccién que tuvo capacidad de activacién y de diferenciacién, ya que se detectd

otra de un peso molecular de aproximadamente de 17 Kd (Fig 3.).
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Figura 3. Perfil de de la cromatografia del MC-WRI9M.1 y ensayo de actividad
bioldgica de las fracciones obtenidas en cuanto a su capacidad de inducir diferenciacién
morfoldgica en granulocitos medulares (A) y de incrementar la ingesta de particulas de
latex en granulocitos inflamatorios de la cavidad peritoneal y de médula Gsea (O) (@). En
la parte superior, se indican las protefnas de referencia utilizadas.

Asimismo, se evalud sf ¢l thG-CSF tenfa la capacidad de inducir las propiedades de
activacién y de diferenciacién ya citadas en granulocitos obtenidos de médula dsea;
encontrdndose que el thG-CSF fue un importante agente inductor de ambas propiedades
de manera similar a las observadas con la fracci6n de 45 Kd (Tabla 3). Como controles
positivos se emplearon MCF y MCE los cuales estimulan principalmente 1a formacién
y maduracién de colonias de macréfagos y de granulocitos-macréfagos respectivamente.

Como controles negativos se utilizaron cultivos de granulocitos sin inductor.
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Tabla 3. Morfologfa y porcentaje de granulocitos de médula ésea (MO) que fagocitaron
particulas de latex y morfologia de los cultivos de MO después de 4 dias de cultivo.

gorcc!mj.e de PORCENTAJE DE MORFOLOGIA
Inductores locitos de N‘::’s’""" Granulocitos Macréfagos Blastos Total
Bandas Segmentados
—_ 7 53 14 25 8 100
MCE 31 16 65 11 8 100
MCF 19 7 61 19 13 100
MC-WR1I9M.1 20 15 62 18 5 100
rhG-CSF 24 10 67 12 il 100

Los granulocitos de MO fueron cultivados durante 7 dias en presencia de diferentes MC y del
rhG-CSF.Eltérmino banda serefiere a células connicleo enforma deanillo; el de segmentado
acélulasconnticleo segmentado. (<), control sininductor.,

Actividad mitogénica de la fraccién cromatogrifica de 45 Kd y del rhG-CSF

sobre fibroblastos normales de pulmén.

Teniendo en consideracién que los fibroblastos producen M-CSF (factor de crecimiento
de macréfagos) y de que como consecuencia de este estimulo los macréfagos producen
un CSF de 45 kd (Zambrano y cols, 1989 a; Zambrano y cols, 1989 b), el cual hemos
demostrado en la primera parte de este trabajo que es de tipo G-CSF, ademds de que
recientemente se ha demostrado la presencia de receptores para CSFs en células
tumorales y que es conocido que los macréfagos producen factores de crecimiento para
fibroblastos (Nathan , 1987); quisimos estudiar si el MC-WRI19M.1, la fraccién de 45
Kd y el thG-CSF tenfan efectos mitogénicos sobre fibroblastos, ya que ello evidenciarfa
la existencia de un mecanismo interdependiente entre los fibroblastos y los macréfagos

para la produccién de granulocitos-neutréfilos.
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Con este fin, utilizamos 1 x 10° fibroblastos de pulmén en presencia del MC-WR19M.1

al 10%, como control positivo utilizamos rhIL-1, un potente mitégeno para fibroblas-
tos, y rhIL-2 como recombinante control ya que no posee efectos de proliferacién en
fibroblastos. Los resultados obtenidos muestran que el MC-WR19M.1 es un mitégeno
notable para estas células inclusive mds aiin que la rhIL-1 (segunda columna, Tabla 4).
Por otro lado, al utilizar las fracciones obtenidas de la cromatograffa del MC-WR19M.1
al 10% para determinar la existencia de algtin mitdgeno para fibroblastos, encontramos

que dnicamente la fraccién de 45 Kd estimul6 la proliferacién de este tipo celular (Fig
4).

Tabla 4. Induccién de la proliferacién de fibroblastos de pulmén.
Numero de fibroblastos (x 105 )

Inductor Baja densidad Alla densidad
72 % 0.1 88 + 0S5
MCWR19 217 & 0.1 11.6 £ 08
Fraccién de 45 kd 114 4+ 0.07 ND
rhG-CSF 213 + 0.1 128 % 05
rhIL-1 104 + 09 1.6 x 07
rhlL-2 48 + 03 84 X 02

L5 cullivos a baja densidad (1 X 10 fibroblastos) fueron mantenidos por 7 dias y1os cultivos
aalta densidad (8 x 10 * fibroblastos) por 5 dias. ND, no realizado.

Por otro lado, para determinar si el G-CSF es un factor de crecimiento para fibroblastos,
se emple6 rthG-CSF; como puede observarse en la segunda columna de la Tabla 4, esta
molécula también es un fuerte inductor de 1a proliferacién de los fibroblastos.
Asimismo, se decidié estudiar si el MC-WR19M.1 y el thG-CSF podian estimular la
proliferacién de fibroblastos mantenidos confluentes (8 X 10 *). Como control positivo

se utilizé nuevamente rhIL-1 y la rhIL-2 como recombinante control. Los resultados
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obtenidos muestran que ambos inductores estimularon la proliferacién de fibroblastos,
siendo mayor la provocada por el rhG-CSF y similares las inducidas por el MC-

WRI19M.1 y por la rhIL-1 (tercera columna, Tabla 4.).

Efectos similares de! MC-WRI19M.1 y del rhG-CSF en la incorporacién de

timidina tritiada por fibroblastos de pulmén.

Para comprobar los efectos observados con el sobrenadante de la linea WR19M.1 y con
la molécula rhG-CSF sobre la proliferacién de los fibroblastos de pulmén ya descritos
por conteo celular, decidimos evaluar si el efecto proliferativo podia ser determinado
utilizando una técnica mds sensible. Se empled la técnica de incorporacién de timidina
tritiada como un indice de divisién celular (Baserga, 1990), utilizando los MC de las
lineas WRI9M. !, como fuente de actividad tipo G-CSF, de la linea HTB-9 que es
conocido produce constitutivamente G-CSF (Burgess, 1988) adiferentes porcentajes (25,
50y 100%). Ademds, del MC de macréfagos residentes normales estimulados con LPS
(MacR*), debido a que es conocido que los macréfagos producen factores de crecimiento
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para fibroblastos cuando son activados con endotoxinas (Nathan, 1987), como control
positivo se utiliz6 PDGF (Platelet Derived Growth Factor) conocido mitGgeno de células
de tejido conectivo y cémo control negativo cultivos de fibroblastos sin inductor. Los
resultados obtenidos confirman de manera general que el MC-WR19M.1 contiene un
inductor con actividad mitégena para fibroblastos, ya que hubo un incremento en la
incorporacién de timidina tritiada por parte de los fibroblastos cuando se emple6 al 25%
el MC-WRI19M.1 (Fig 5.). Asimismo, de que el G-CSF producido por la linea HTB9
también tiene un comportamiento muy parecido (Fig 5.).

En lo que se refiere al Mac-R*, también tuvo efecto en 1a incorporacién de timidina
tritiada, siendo mds evidente cuando se utilizé el MC al 25%. El PDGF fue un buen

control inductor de la proliferacién de fibroblastos (Fig 5.).

INCORPORACION DE TIMIDINA (cpm x 10°)

[s] 25 25 75 100 25 75 100 25 75 100
25ng
%SF8  PDGF % HIB9 % MC-WRISM.) ®MacRY

Figura 5. Efecto de diferentes inductores sobre la incorporacién de timidina *H en
fibroblastos normales. Fibroblastos (2.5 x 10°) fueron matenidos 4 dfas en cultivo,
después se agregaron los inductores por 16 horas y posteriormente la timidina *H por
8 horas.
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Diferentes efectos mitogénicos de los CSF: IL-3 y M-CSF sobre fibroblastos
de pulmén.

Dado que las evidencias experimentales obtenidas en este trabajo demuestran que G-
CSF es un factor de crecimiento de fibroblastos, decidimos estudiar la capacidad de otros
CSF en provocar la incorporacién de timidina en estetipo celular. Para ello, se sembraron
2.5X 107 fibroblastos en presencia de 100 ng de rhIL-3, 50 ng de rhM-CSF y 250 ng
rhCSF. Como control positivo se utiliz6 2.5 ng de thPDGF, rhIL-2 como recombinante
control y como control negativo cultivos a los que no se les agregé recombinante alguno.

Los resultados obtenidos muestran, que la rh IL-3 y el thM-CSF tienen un efecto
importante en la incorporacién de timidina tritiada, siendo mayor la provocada por la
rhIL-3 (Fig 6.). Estos resultados indican que los fibroblastos proliferan en respuesta a
varios tipos de CSFs, evidenciando ademds la posible existencia de un mecanismo

cooperador a nivel humoral entre los fibroblastos y los CSFs.

10 —

o
I

INCORPORACION DE TIMIDINA (cpm x 10°)
&
1

T
o 25 100 50 g 25
ng ng ng ng ng
% SFB PDGF w2 G-CSF -3 M-CSF

Figura 6. Efecto de diferentes inductores sobre la incorporacién de timidina *H en
fibroblastos normales. Fibroblastos (2.5 x 10°) fueron mantenidos durante 4 dfas en
cultivo, después se agregaron los inductores por 16 horas y posteriormente timidina *°H
por 8 horas. :
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Los macréfagos residentes de la cavidad peritoneal y no los "inflamatorios"
tienen la capacidad de producir un inductor con actividad tipo G-CSF y de

estimular la proliferacién de fibroblastos.

Una vez que determinamos que una linea celular de tipo macrofdgico produce un
inductor de 1la formacién de colonias de granulocitos y proliferador de fibroblastos, se
procedi6 a estudiar si las células normales del linaje monocito-macréfago activadas o sin
activar poseen esta misma capacidad. Para ello, se sembraron 4 X 10 ®* macréfagos

"

residentes € "inflamatorios " en presencia o ausencia de LPS, con la finalidad de
determinar si en condiciones normales o de activacién los macréfagos producfan un
inductor de la proliferacién y diferenciacién de granulocitos y/o proliferador de
fibroblastos.

Los resultados muestran que sélo los sobrenadantes de los cultivos de macréfagos
residentes estimulados con LPS (Mac-R*) tuvieron la capacidad de inducir la formacién
de colonias de granulocitos y en menor proporcién colonias de macréfagos, y similares
en composicién a las inducidas por el rhG-CSF (Tabla 5.). Los MC de macréfagos
residentes sin LPS y los “inflamatorios" con LPS (Mac-R y Mac-I* respectivamente), no
indujeron la formacién de colonias de granulocitos . En este experimento se utilizé LPS
para descartar su contribucién en la diferenciacién hematopoyética, rhIL-1y rhIL-2
como recombinantes control ya que no poseen efectos sobre la diferenciacién de la
morfologfa en granulocitos y thM-CSF como control positivo de colonias de macréfagos.

Por otro lado, cuando se evalué la capacidad del Mac-R, el Mac-I* y el Mac-R*, sobre
su capacidad de estimular la proliferacién de fibroblastos normales, el Mac-R* estimulé
en mayor cantidad la proliferacién de fibroblastos tanto a baja como a alta densidad

(Tabla 6) y de incorporacién de timidina titriada (Fig 5).
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Tabla 5. Efecto de los medios condicionados de macréfagos residentes e inflamatorios
sobre la diferenciacién morfolégica en células de médula dsea.

Nuimero de Colonias (Porcentaje)

Inductores Granulocitos Macréfagos Blastos Total
o) 0(0) 0 0(0) o0)
chIL-2 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
rhIL-1 0(0) 0(0) 0(0) 0o 0(0)
LPS 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) o0)
Mac-R 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
MacI T 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
MacR T 103(16) 361(56) 142(22) 39(6) 645(100)
thG-CSF 69(11) 431(69) 87(14) 38(6) 625(100)
thM-CSF 0(0) 0(0) 113(100) 0(0) 113(100)

Las células de médula dsea fueron cultivadas en agar por 7 dias en presencia del medio
condicionado dela linea de tipo macrofagico WR19M.1 y de los medios condicionados por
fibroblastosy célulasepiteliales. El términobandaserefiere a célulascon niicleo enformadeanillo;
elde segmentadoacélulascon niicleo segmentado. (-), indica controlsin inductor.

Tabla 6. Efecto de los medios condicionados de macréfagos residentes e inflamatorios
sobre la proliferacién de fibroblastos.
Nimero de fibroblastos (x 100 )

Inductor Baja densidad Alta densidad
S 6.8+1.0 5.7+0.2
Mac-I* 7.6+0.3 7.24+0.3
Mac-R* 10.8+0.9 8.4+4+0.4

"rthG-CSF 9.54+0.4 8.8+0.3

Cultivos a baja densidad (1 x 10° fibroblastos) fueron mantenidos por 7 dias y cultivos
a alta densidad (8 x 10° fibroblastos) por 5 dfas.
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El inductor con actividad tipo G-CSF presente en el MC-WR19M.1 y en la

fraccién de 45 kd no inducen fagocitosis en macréfagos residentes e “inflamatorios"

de la cavidad peritoneal pero sf en granulocitos.

Tomando en consideracién que el inductor con actividad de diferenciacién de granulo-
citos presente en el MC-WR19M.1 y en la fraccién de 45 Kd s6lo estimuld la
diferenciacién de la morfologfa de este linaje hematopoyético, quisimos evaluar si este
inductor tenfa algiin efecto sobre la fagocitosis tanto en macréfagos como en granulo-
citos. Con este fin, cultivamos 4 X 10° macréfagos residentes e "inflamatorios” en
presencia del MC-WRI19M.1 y de 1a fraccién de 45 Kd al 10% en los cultivos, y
evaluamos la capacidad de estos inductores de estimular la fagocitosis de particulas de
latex en las poblaciones ya citadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, no hubo fagocitosis de particulas de latex ni en
macréfagos residentes ni en los "inflamatorios” cuando se incubaron en presencia del
MC-WRI19M.1 y de la fraccién de 45 Kd. Caso contrario fue el que se presenté en los
granulocitos, en la que ambos inductores sf estimularon la fagocitosis de particulas de
latex, un efecto parecido se obs¢w6 con el thG-CSF empleado (Tabla 7). En estos
experimentos se emplearon como controles MCF y MCE como diferenciadores de
macréfagos y macréfagos-granulocitos respectivamente. Ademds, de LPS como control
positivo ya que es conocido que en su presencia se estimula la capacidad de fagocitosis
en los macréfagos. Asimismo, como negativo un cultivo al cual no se le adicioné

inductor.
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Tabla 7. Efecto de la fracci6n de 45-KD, del MC-WR19M.1 y del rhG-CSF sobre el
incremento de fagocitosis de partfculas de latex en macréfagos residentes, inflamatorios

y en granulocitos.

Fagocitosis (Porcentaje)

Tipocelular —~—  thGCSF MC-WRI9M.1 Fraccion MCE MCF LPS

ded5kd
MaxR 21 16 17 19 20 3 30
Mad 15 12 10 12 13 12 27
Granulocitos 13 24 ) % 15 15 18

Porcentaje de fagocitosis de latex por macréfagos residentes (Mac-R) e inflamatorios
(Mac-I) de la cavidad peritoneal, y en granulocitos de médula Gsea después de 2 dfas de
cultivo en presencia de diferentes inductores.
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DISCUSION

Los trabajos realizados por Sachs y Metcalf en la década de los 60 pusieron en evidencia
que la proliferacién y la diferenciacién mieloide es regulada por la accién de los factores
humorales (agrupados en la familia de los modificadores biolégicos conocidos como
HGF), denominados MGIs o CSFs. Con el paso de los afios se han encontrado muchas de
las propiedades biolégicas y bioquimicas de los CSFs, ademds, con el desarrollo de las
técnicas de ingenierfa genética y de clonacién molecular se ha podido obtener con elevada
pureza a estos factores pudiéndose corroborar la gran mayoria de los efectos bioldgicos
descritos inicialmente por estos investigadores. Sin embargo, un aspecto que aiin no ha
quedado bien esclarecido es el relacionado con las fuentes celulares encargadas de la
produccidn fisiolégica de los CSFs en condiciones normales.

A esterespecto, es bien conocido que existen diferentes fuentes de CSFs en el organismo
dentro de las que se incluyen fluidos como el suero y 1a orina, érganos como el pulmén
y la placenta y estirpes celulares como los macréfagos, los fibroblastos y las células
endoteliales principalmente (Clark-Kamen, 1987). No obstante, la amplitud de las
fuentes productorasde los CSFs en el organismo, atin no se ha esclarecido si la produccién
de los CSFs ocurre de manera normal o es consecuencia de la respuesta del cuerpo a
situacionesde reto inmunolégico, infeccidn o stress. Existen dos escuelas del pensamien-
to que tratan de explicar el mecanismo biolégico que desencadena la produccién de los
CSFs: la escuela australiana postula que esta produccién ocurre cuando el organismo es
sujeto de infecciones por agentes patégenos y que células inmunocompetentes como el
macréfago y el linfocito T son el principal aporte de los CSFs, los cuales se encargarfan
tanto de la produccién de nuevas células efectoras, como de su activacién para eliminar
al agente patégeno (dllen-Dexter; 1990; Miyajima y cols, 1992; Metcalf, 1992).

Por otro lado, 1a otra escuela (Weiss y cols) propone, dado que se encuentran CSFsen
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el suero y la orina de personas sanas, que la produccién de estos inductores es controlada
por un mecanismo celular end6geno o constitutivo, en el cual participan las células que
se encuentran en proliferacién activa en el organismo (Zambrano y cols, 1990 a;
Zambrane y cols, 1990 b). De acuerdo a sus primeros trabajos en los que indicaron que
los fibroblastos y las células epiteliales, en condiciones de proliferacién activa, son la
principal fuente de M-CSF y de GM-CSF respectivamente, y de que posteriormente fue
descrito que los linfocitos T, bajo las mismas condiciones, producen Multi-CSF o IL-3,
propone que la produccién de los CSFs en condiciones normales es célula-especifica y
dependiente del ciclo celular (Zambranoy cols, 1989 b). Sin embargo, en lo que se refiere
alacélula o células productoras del otro CSF denominado G-CSF, atin no se tenfan datos
que indicaran cual era el tipo celular que participaba en su produccién de esta molécula.
El papel del macréfago en la regulacién de la produccién de los granulocitos-neutréfilos
ya habfa sido descrita en 1987 por Rich y cols. Sin embargo, este investigador y su grupo
no dieron evidencias experimentales que hicieran pensar de que se trataba de G-CSF
(Rich, 1987; Rich, 1988).

En este trabajo se dan evidencias que indican que las células del linaje monocito-
macréfago son la principal fuente de un inductor con capacidad de formar colonias
de granulocitos-neutréfilos. El hecho de que la linea celular de macréfagos WR19M. 1y
de que los macréfagos residentes normales de la cavidad peritoneal secreten esta
molécula demuestra que las células del linaje monocito-macréfago tienen un papel
importante en la génesis de estas células fagociticas. De acuerdo a Miyajima los fagocitos
mononucleares se encargan de la produccién constitutiva de los CSFs en el organismo y
los linfocitos T de 1a adaptativa (Miyajima y cols, 1992), en este contexto los resultados
obtenidos sugieren que la produccién intrinseca de los CSFs por parte de los macréfagos
tiene como funcién, entre otras muchas, la de generar alascélulas del linaje granulocitico.

La purificacién bioquimica parcial de este inductor con actividad formadora de
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colonias de granulocitos indica de que se trata de un factor con un peso molecular de 45
Kd. Este peso molecular es semejante al reportado previamente por Calcagno y cols, en
una lfnea de macréfagos, el cual fue cuantificado por ultracentrifugacién (Calcagno y
cols, 1982) y a los reportados para macréfagos residentes e "inflamatorios” de ratén
(LotemYy cols, 1980) y al encontrado en monocitos de sangre periférica humana (Sullivan
y cols, 1985), lo que sugiere que las células del linaje monocito-macréfago producen la
molécula de 45 KD de manera célula-especifica.

Al evaluar la capacidad de la fraccién de 45 KD de inducir diferenciacién de la
morfologfa o de activar funciones efectoras en células de médula ésea, resulté en una
inducci6én de ambas propiedades, pero inicamente en células del linaje de los granulo-
citos. Es importante, mencionar que ésta iltima propiedad también se presenté en
granulocitos “inflamatorios" de la cavidad peritoneal, lo que indica la facultad de la
molécula o moléculas presentes en la fracién de 45 KD de estimular la proliferacién, la
maduracién y la activacién de los granulocitos-neutréfilos. Como los resultados aquf
presentados son similares a los encontrados con el rhG-CSF, pensamos que apoyan de
manera significativa que el factor o factores presentes en la fraccién cromatogrifica de
45 Kd sea en realiadad un modificador bioldgico de la familia de los CSF; debido
principalmente a que estas moléculas se distinguen por estimular la proliferacién y
diferenciacién de células progenitoras mieloides asf como de favorecer sus funciones de
activacién y efectoras en células maduras, como las que provoca el inductor de 45 KD en
los progenitores de los granulocitos y sobre los granulocitos "inflamatorios” de Ia
cavidad peritoneal.

Ademds, resulta importante mencionar que la capacidad de proliferacién y de
diferenciacién del inductor con actividad tipo-G-CSF sobre los granulocitos no se
manifiestan en otros tipos mieloides, esto se demuestra por la incapacidad del inductor
de 45 Kd de estimular la diferenciacién de otros linajes hematopoyéticos en los cultivos
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en agar (Tabla 2.), asf como de fallar en la induccién de 1a fagocitosis de partfculas de
latex en los macréfagos residentes y en los “inflamatorios" de la cavidad peritoneal
(Tabla 7.). Esta especificidad biolégica del inductor de 45 Kd sobre la proliferacidn,
diferenciacin y activacién en los granulocitos es compatible con !a reportada para el
factor G-CSF, ya que esta molécula es reconocida por su receptor, que en células
hematopoyéticas, s6lo se encuentraen los granulocitos (Souza y cols, 1986). Es por ello,
que serfa esencial estudiar en otro trabajo la expresién de receptores para G-CSF sobre
granulocitos-neutréfilos inducidos por el inductor de 45 kd con actividad tipo G-CSF .

Los datos que apoyan el que la actividad tipo G-CSF con peso molecular de 45 Kd sea
en realidad G-CSF, son: 1) su capacidad de inducir la proliferacién, diferenciacién y
activacion de los granulocitos tanto de médula ésea como “inflamatorios”, efecto que es
parecido al que provoca la molécula recombinante rthG-CSF, 2) La especificidad
Biolégica observada por el inductor de 45 kd en los granulocitos y no en otras poblaciones
de células fagociticas como los macréfagos residentes e “inflamatorios"”, lo que concuer-
da con las propiedades biolégicas reportadas para el G-CSF y 3) la capacidad del inductor
de 45 kd de estimular la proliferacién de los fibroblastos, la cual es compartida con la
detectada en el medio condicionado de la linea HTB-9 (que es conocido produce de
manera permanente G-CSF), y con la molécula recombinate G-CSF. Sin embargo, estas
pruebas no son contundentes para afirmar que la actividad tipo G-CSF presente en la
fraccién de 45 KD sea en realidad la molécula G-CSF, ya que son indirectas, necesitin-
dose realizar ensayos con la fraccién de 45 Kd en presencia de anticuerpos policlonales
dirigidos contra G-CSF o por otro lado, utilizar esta fraccién cromatogréifica para
mantener el crecimiento de alguna lfnea dependiente de G-CSF, lo que demostrarfa de
manera inequivoca la presencia o ausenciadel factor G-CSF. Teniendo en consideracién
que en este trabajo no se realizaron las pruebas anteriores para demostrar de manera
fehaciente que el inductor con capacidad de estimular la proliferacién, diferenciacién

Junio, 1993 84



MendozaR.,J. F.

y activacién en los granulocitos, y con la facultad de incrementar la proliferacién de los
fibroblastos, sea en realidad la molécula G-CSF, decidimos referirla como actividad
tipo G-CSF (G-CSF-like activity).

Otro aspecto importante que se reporta en este trabajo es el relacionado con el efecto
mitogénico de la actividad tipo G-CSF de 45 Kd, del medio condicionado de 1a linea
HTB-9 y del factor rhG-CSF sobre fibroblastos de pulmén. La capacidad de estos
inductores de estimular la proliferacién en células que no pertenecen al linaje hemato-
poyético, es una propiedad biolégica nueva no descrita con anterioridad para el G-CSF.
Aunque recientemente se ha reportado el efecto del GM-CSF sobre Ia proliferacién de
células pequeiias de pulmén, asf como del efecto de otros CSF principalmente sobre
carcinomas (Shoukat y cols, 1988; Berdel y cols, 1989), los resultados aquf reportados son
diferentes ya que este estudio se realiz6 sobre células normales de origen no epitelial.
Asimismo, es conviene sefialar que en este ensayo los sobrenadantes de los cultivos de
las células HTB-9, WR19M.1 y Mac-R* provocaron una disminucién en la proliferacién
de los fibroblastos, cuando se utilizaron al 75% y al 100% (Fig 5). Consideramos que
el comportamiento observado con estos sobrenadantes, pudo deberse a la falta de
nutrientes, a la presencia de algiin metabolito téxico o0 a ambos, ya que hay que recordar
que los sobrenadantes son retirados hasta el cuarto dfa de cultivo.

El hecho de que tanto el inductor de 45 kd con actividad tipo G-CSF, como del rhG-
CSF fueran potentes mitGgenos sobre fibroblastos de pulmén tanto a baja como a alta
densidad, incluso en un rango mayor que la rhIL-1; un potente mitégeno para fibroblas-
tos, indican la importancia que puede tener el G-CSF en regular la proliferacién normat
de este tipo celular. En el contexto de la produccién sanguinea el que las células del linaje
monocito-macréfago sean 1a fuente principal de una actividad estimuladora de granulo-
citos (actividad tipo G-CSF) y de que éste factor tenga la capacidad de estimular la
proliferacién de los fibroblastos, provocando que estos produzcan M-CSF, queal incidir
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sobre células monociticas las estimularfa a producir de novo G-CSF, estarfa indicando
la existencia de un mecanismo regulador a nivel celular y humoral en la produccién de
granulocitos neutréfilos (Fig 7.).

Evidentemente, para corroborar esta hip6tesis seria necesario estudiar el efecto mitégeno
del G-CSF sobre fibroblastos derivados de médula 6sea o bien sobre alguna linea de
fibroblastos de médula ésea ya establecida. Sin embargo, los resultados aquf presentados
nos hacen pensar en la posible existencia de un mecanismo regulador entre los
fibroblastos y los macrdfagos en la produccién de los granulocitos-neutrdéfilos; en el que
los macréfagos al secretar G-CSF estimularfan la diferenciacién de l1a morfologfa de lés
granulocitos (Fig 3 y Tabla 2), pero ademds el G-CSF favoreceria la proliferacién de los
fibroblastos (Tabla 4 y Fig 6) . Como consecuencia del desencadenamiento de este
mecanismo, la proliferacién y diferenciacién de los granulocitos puede ocurrir a través
de dos rutas principales interdependientes: a) en la primera, los macréfagos secretan G-
CSF al medio extracelular como resultado de la proliferacién de los precursores de los
monocitos o por el reconocimiento de algiin antigeno en bacterias. En la segunda, los
macréfagos estimulan a los fibroblastos a proliferar a través de la participacién del G-
CSF, lo que provoca que éstos secreten M-CSF al medio, y este factor a su vez estimule

a los precursores de monocitos a proliferar y producir mis G-CSF (Fig 7). De acuerdo

(2 1\‘ © %2 0o

(uu ' ™~ O
Progranulocito Granulocito
Macréfago .
Progenitor
Fbroblasto micloids

Figura 7. Mecanismo celular y humoral hipotético propuesto para el control de la
produccién de los granulocitos-neutréfilos.
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a este mecanismo hipotético se aseguraria un suministro constante de los granulocitos en
condiciones normales y/o de stress.

Por otra parte, es importante mencionar que el efecto observado sobre la incorporacién
de timidina provocado tanto por el MC-WR19M. 1, la actividad tipo G-CSF y por el rhG-
CSF, confirman los resultados primeramente descritos utilizando conteo en
hemocitémetro, apoyando la validez de este método de cuantificacién siemprey cuando
se controlen de manera adecuada las variables para la separacion de las células de la
monocapa adherida a la superficie de cultivo, y la homogenizacién de las mismas en !a
toma de muestras. Evidentemente, la incorporacién de timidina tiene una gran ventaja
sobre el conteo en hemocitémetro, ya que es una técnica muy sensible aceptada
universalmente como un indicador de divisién celular.

Asimismo, con el empleo de esta técnica se pudo demostrar el efecto mitSgeno de otros
CSFs: el M-CSFy 1aIL-3, lo cual nuevamente nos seiiala la importancia que pueden tener
los CSFs en la proliferacién de las células estromales. Estos resultados nos hacen pensar
en que los fibroblastos realmente poseen receptores para estos factores. Desde un punto
de vista bioldgico el que los fibroblastos tengan la capacidad de unir a uno o varios de los
tipos de los CSFs aquf estudiados, estarfa apoyando la hipétesis propuesta en este estudio
acerca de la interrelacién humoral existente entre células hematopoyéticas y estromales
en el control de Ia produccién mieloide. Por consiguiente, seria apropiado evaluar la
capacidad mitogénica de los CSFs en otros tipos de celulares estromales que conforman
a la médula 6sea como las células epiteliales y los adipocitos. Llama la atencién, sin
embargo, que tanto el M-CSF como la IL-3 hayan provocado una mayor incorporacién
de timidina sobre los fibroblastos que la ocasionada por G-CSF (Fig 6.). Enlaactualidad
no tenemos una explicacién bioldgica a tal resultado, aunque se puede especular que el
efecto observado sea como consecuencia de la produccién por parte de los fibroblastos

de otro factor mitogénico que sinergice con el M-CSF o con la IL-3 provocando un mayor
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incremento en la incorporacién de timidina tritiada.

Por iiltimo, es conveniente sefialar que los resultados aquf presentados apoyan la
hipétesis de que los macréfagos tienen la facultad de producir un inductor con actividad
tipo G-CSF que estimula la proliferacién, diferenciacién y activacién sélo de los
granulocitos, que el thG-CSF posee también estas propiedades y que este inductor de 45
kd y el rhG-CSF estimlan la proliferacién de fibroblastos normales. Consideramos que
estos resultados contribuyen al conocimiento de las células que participan en la produc-
cién de los CSFs, ademds de dar evidencias por primera vez que el thG-CSF, el rhM-CSF

yel thIL-3 tienen lacapacidad de ser mitégenos para células normales no-hematopoyéticas.
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APENDICES
APENDICE 1
MEDIO DE EAGLE MODIFICADO POR DULBECCO (DMEM)
Este medio se utilizé para mantener los cultivos de células de médula ésea, fibroblastos

y células epiteliales, asf como las lineas celulares utilizadas. Su composicién quimica se

enlista a continuacién.

AMINOACIDOS CONCENTRACION
(mg/ml)
L-Arginina 84.0
L-Cistina 62.57
L-Glutamina ' 584.0
Glicina 30.0
L-Histidina HCL ' 42,0
L-Isoleucina 105.0
L-Leucina : 105.0
L-Lisina HCL . 146.0
L-Metionina 30.0
L-Fenilalanina ‘ ’ 66.0
L-Serina . 42.0
L-Treonina v . 95.0
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L-Tript6fano
L-Tirosina (Sal disédica)
L-Valina

VITAMINAS

D-Ca Pantotenato
Cloruro de Colina
Acido Félico
Inositol
Nicotinamida
Piridoxal HCL
Riboflavina

Tiamina

SALES INORGANICAS

Cloruro de Calcio Anhidro

Nitrato de Hierro III Monohidratado
Cloruro de Potasio

Sulfato de Magnesio Anhidro
Cloruro de Sodio

Fosfato Monosédico Monohidratado
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16.0
104.6
94.0

4.0
4.0
72
72
4.0
4.0
0.4
4.0

200.0
0.1
400.0
97.67
6400.0
125.0
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OTROS COMPUESTOS

L-Glucosa 4500.0
Rojo Fenol 15.0

Mediante agitacién, se diluyen en agua bidestilada 13.4 g/1 del medio de Eagle en polvo,
se adiciona posteriormente 3.4 g/l de bicarbonato de sodio y los antibiticos: Penicilina
G 100 U/ml y Estreptomicina 100 u/ml. Se afora a 1000 ml agitando hasta disolver él
polvo evitando la sobreagitacién. El pH se ajusta a 6.9 y se esteriliza por filtracién con
bidxido de carbono, pasdndolo a través de una membrana Millipore con didmetro de

poro de 22 micras. Se almacena a 4 °C hasta el momento de su uso.
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APENDICE 1I.
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SAF)
Esta solucién amortiguadora se utiliza para mantener condiciones fisioldgicos estables

a un pH de 7.0 por periodos que no excedan las 2 horas. La capacidad de amortiguacién '

es proporcionada por las sales de fosfato, de acuerdo a la siguiente formulacién:

Cloruro de Sodio 80 g
Cloruro de Potasio 02 g
Fosfato Monoécido de Sodio 2.16 g
Fosfato Didcido de Potasio 02 g

Todos los componentes se disuelven en 1000 ml de agua bidestilada, ajustindose el pH
entre un valor aproximado de 7.2-7.4 con HCL 8N. La solucién es esterilizada con
membranas Millipore con didmetro de 0.22 micras. Se almacena a la solucién

amortiguadora a 4° C hasta su uso.
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