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RESUMEN

Los granulocitos segmentados son las primeras c¢élulas en migrar a los sitios de
inflamacién cuando existe una respuesta inmune, ante este fenomeno las células realizan
diferentes funciones como la fagocitosis, produccién de agentes citotdxicos, y moléculas

como las interleucinas y factores estimuladores de colonias (CSF's).

Actualmente existen datos que indican que el granulocito segmentado produce
moléculas como las interleucinas v los factores de crecimiento hematopoyético como el
M-CSF, pero se ha visto que en estadios de banda el granulocito es incapaz de producir este

ultimo.

Deebido a lo anterior, en este trabajo se evaluo el efecto del G-CSF, LPS, y Cas Na
en la diferenciacion y la produccion de actividad formadora de colonias tipo CSF en

granulocitos en banda provenientes de médula 6sea de raton.

Los resultados demnostraron que los granulocitos en banda cuando son estimulados
con los diferentes factores aceleran su diferenciacion, y algo interesante fue haber
observado que el Cas Na produce actividad diferenciadora similar al G-CSF. Por otro lado,
et Cas Na induce la produccion de actividad tipo M-CSF superior a cualquier otro agente
utilizado y ademas acelera la apoptosis de estas células. En este trabajo se destaca al Cas Na
como un agente que induce la diferenciacion del granulocito en banda, la produccion de

factores que regulan la hematopoyesis como el M-CSF y a muerte celular programada,

Se discute finalmente la importancia del Cas Na como factor capaz de producir
diferenciacion y activacién en el linaje granulocitico y la posibilidad de su uso como un
factor terapéutico en enfermedades como la leucemia promielocitica, asi como ¢l papel que
puede jugar en un posible modelo de regulacion de diferentes tipos celulares como

macrofagos y granulocitos durante un proceso de inflamacion.



MARCO TEORICO

HEMATOPOYESIS.

La diferenciacion celular es un fenémeno en el cual existen cambios fenotipicos y se
adoptan nuevas caracteristicas funcionales. La hematopoyesis (haima, sangre y poyesis.
produccion) es el proceso por el cual se da la formacién de las células sanguineas mieloides
y linfoides funcionales. En el desarrollo embrionario se puede distinguir el fenémeno de
formacion de érganos u organogénesis en el cual se puede considerar la formacion de la

sangre como tejido y el de su regeneracion fisiolégica (William, 1991).

En el desarrollo embrionario la hematopoyesis tiene lugar en un inicio en el saco
vitelino, donde un grupo de células origina a las precursoras totipotenciales ¢ también
denominadas madre, las cuales son transportadas a diferentes 6rganos como ¢l higado,
bazo, timo y médula 6sea para dar lugar enseguida a la proliferacion y diferenciacion de

todos los linajes celulares que conforman la sangre (Eliseiv, 1988).

Las células hematopoyéticas en las primeras semanas de desarrollo en el saco
vitelino, bazo e higado fetal son principalmente eritroblastos y mielocitos. En el timo la
porcion epitelial comienza a poblarse de células totipotenciales que se diferencian
posteriormente  hasta linfocitos del timo donde proliferan en nimero dando lugar a los
linfocitos T. A partir de la célula totipotencial en la médula dsea se comienzan a desarrollar
todos los tipos celulares de la sangre al igual que tejido conjuntivo, de tal manera que el
pincipal sitio de actividad hematopoyética de la vida posnatal donde se forman tanto las
células de! linaje mieloide y linfoide que circulan en la sangre periférica es la médula osea. ya
que los otros 6rganos o centros hematopoyéticos dejan de ser funcionales (McCullochh.

1978; Hughes, 1991).
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El sistema hematopoyético sc compone de tres compartimentos: el primitivo,
conformado por las células mas primitivas o totipotenciales; el progenitor, conformado por
células comprometidas a un linaje maduro especifico y. ¢l maduro, compuesto de todas las
¢élulas maduras de la sangre como son los macréfagos. neutrdfilos, eosinofilos.
megacariocitos, eritrocitos y linfocitos T y B (Klein, 1995; Ihle er of.,, 1995). La
proliferacion y diferenciacién de los distintos tipos celulares s¢ denomina agregando el sufijo
citopoyesis, por ejemplo: para eritrocitos  eritropoyesis.  para granulocitos
granulocitopoyesis, para monocitos monocitopoyesis y para linfocitos linfocitopoyesis

(Gordon & Barred, 1985).

Uno de los primeros investigadores en indagar sobre la célula totipotencial fue
Maximov quicn en 1923 formuld la nocidn sobre las células progenitoras de la sangre y
considerd que por su morfologia estas células se parecen a los linfocitos y por tal motivo
estas células no pueden ser reconocidas facilmente en la médula ésea (Eliseiv, 1988).

Los trabajos mas contundentes en este aspecto fueron realizados por Till y
Mec-Culloch, quienes al irradiar ratones normales y destruir sus focos hematopoyéticos
observaron que éstos tenian una vida corta. Por otro lado, inyectando por via intravenosa
una suspension de células de médula ésea de ratones sanos a ratones irradiados, encontraron
que estos ultimos no morian. Esto los llevo a realizar disecciones de los ratones a los8 o010
dias después de ser inyectados, encontrando en el bazo colonias de células. Lo anterior les
permitio concluir que €l bazo es el sitio de residencia para las células totipotenciales
inyectadas de ratones sanos y de aquif que las células progenitoras de estas colonias tengan

el término de unidades formadoras de colonias del bazo {UUFC-B} ( Hess, 1978)

A partir de células totipotenciales pueden originarse todas las células que conforman
la sangre. La célula totipotencial. da origen por un lado al linaje mieloide y por otro al
tinaje linfoide. esta primera es la conocida como UFC-B o unidad formadora de colonias de

granulocitos. eritrocitos, macrofagos y megacariocitos (UFC-GEMM). En los distintos



niveles de maduracion del linaje micloide encontramos la participacion de factores de
crecimiento hematopoyético € interleucinas como la interleucina-3 (11.-3) y el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrétagos (GM-CSF) que actuan sobre las
células primitivas o como el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y el
factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF) que actuan en las células

progenitoras y maduras (Figura 1) (William et al., 1977, Hogquist ez al.. 1991).

© Célula totipotencial  [1L-3

| CFU-Heg l LFU-Eo
CFU-E CFU=GH
O |==
Megacariociftos
] Figura |, Diagrama de un
modelo hematopoyético con
© @ interaccion de las citocinas
' ¥ en los diferentes estadios de
] maduracion.  (lomado de
\ L J ] Hamblin, 1993).
] K @ ‘ @
D le Neutrof i los
Eritrocitos  Plaquetas Eosinofilos Basofilos
Macrofagos




Los estudios en cuanto a los diferentes etapas o estadios por los cuales se forma ¢l
Jlinaje granulocitico a partir de la célula totipotencial estan muy bien establecidos y dentro de
ellos tenemos a los precursores del neutrofilo capaces de proliferar como el mieloblasto.
promiclocito y mielocito los cuales permanecen siempre en la médula dsea. La forma en
banda altamente comprometida y la segmentada son los iliimos estadios de diferenciacion ¥
han perdido la capacidad de proliferar; ambos estadios estdn tanto en médula dsea como en
sangre periférica. aunque la forma segmentada pasa poco tiempo en sangre y es
predominantemente caracteristica de tejidos (William, et all, 1977 ; William, 1991}

Figura 2.
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Las células sanguineas se diferencian cn glébulos rojos (eritrocitos) y globulos
blancos (granulocito-neutrdfilos, monocito-macréfagos, megacariocitos. células asesinas o
naturat killer (NK), linfocitos T y B ). Los globulos blancos circulan en la sangre y tienen la
funcion principal de mantener al organismo libre de agentes patégenos tales como el polvo,
virus, bacterias. protozoarios, hongos, células propias del organismo dafiadas o muertas y
células tumorales {(Andrew & Lloyd, 1992). Asi, en ausencia de estas células un individuo
puede sélo vivir corto tiempo atn con la ayuda de antibidticos. En resumen. estos tipos
celulares forman el sistema imnunolégico de nuestro cuerpo (William, 1991; Flores et .,

1992).

Las células sanguineas por otro lado en su proceso de maduracion, dependen de una
gran variedad moléculas, las cuales estdn involucradas en los procesos de proliferacién y

diferenciacion, para dar como finalidad el fenomeno de hematopoyesis.

FACTORES QUE ACTUAN SOBRE LOS GRANULOCITOS-NEUTROFILOS.

Sachs en Israel y Metcalf en Australia, de forma independiente dieron evidencias para
suponer que la proliferacién y la diferenciacién hematopoyética estaba controlada por
factores de naturaleza glicoproteica conocidos como factores estimuladores de colonias

(CSE's) (Pluznik & Sachs, 1965; Bradley & Metcalf, 1966).

Actualmente. se sabe que los factores de crecimiento hematopoyético como el GM-
CSF, M-CSF y el G-CSF son moléculas que actian en las células multipotenciales y
bipotenciales regulando la maduracién de los diferentes linajes sanguineos {Bennett er of.,

1996).



El diagrama de los factores que controlan la hematopoyesis se ha incrementado
complejamente, y se ha encontrado que ademas de los factores estimuladores de colonias
existen otras moléculas como interferén alfa {IFN-a), interleucina 1 (IL-1) ¢ Interleucina 6
(IL-6) que son capaces de actuar sobre los precursores hematopoyéticos (Brugger et al..
1993). Se ha observado que IL-1 tiene un efecto sinérgico con los CSF’s estimulando la
proliferacién y  diferenciacién de algunas células hematopoyéticas multipotenciales
primitivas en la médula 6sea (Stanley ef ol., 1986; Warren & Moore, 1988). De igual forma
se ha visto el mismo efecto para el factor inhibidor de la leucemia y el factor de células tallo
(SCF del inglés stem cell factor ), los cuales juegan un papel sinérgico en su proliferacion
(Imamura ef al., 1996). La combinacion de factores de crecimiento con interleucina-4 (IL-4)
ha demostrado que suprime la proliferacion de células precursoras hematopoyéticas (Paschel

et al., 1987),

Recientemente se han encontrado otras moléculas que actian de forma sinérgica en
la proliferacion de progenitores primitivos, como el ligando para el receptor FLT3/FLK2
(FL), el cual ha demostrado ser un potente estimulador del crecimiento de cclulas de

médula 6sea comprometidas a granulocitos y macréfagos (Piacibello er al., 1995).

Los CSF’s son relativamente especificos en los estados finales de diferenciacién de
progenitores de las lineas celulares (Metcalf. 1986; Clark & Kamen, 1987), y se han
propuesto dentro de un modelo deterministico en donde la diferenciacién esta gobernada por
la presencia de estos factores de crecimiento hematopoyético (Valtieti et al., 1987); aunque
por otro lado, existen algunos datos que apoyan a un modelo estocastico en el cual las
células mieloides presentan un programa establecido de su proceso de diferenciacion que es
independiente de los factores de crecimiento hematapoystico (Till ef al., 1964; Nakahata e/

al.. 1982; Farbaim ef al.. 1993).

El G-CSF es miembro de la familia de los factores de crecimiente hematopoyético

gue controla de manera especifica la sobrevivencia. proliferacidn y diferenciacion de células



progenitoras y comprometidas al linaje granulocitico maduro (Cervantes ef af.. 1991}
También es capaz de inducir la diferenciacion terminal en lincas de células leucémicas
mieloides indiferenciadas (WEHI-3B D+ y 32Dc ) y causar una reduccion en su potencial

proliferativo (Burgess & Metcalf, 1980; Nicola et al., 1983).

Por otro lado, el G-CSF se ha usado extensamente en cl drea de hematologia
oncolégica, aunque numerosas cuestiones en cuanto su efecto en los procesos de la
diferenciacién son desconocidas (Yoshida, 1994). En el tratamiento de pacientes con
leucemia mieloide aguda o en sindromes mielodisplasicos se ha usado el G-CSF para
movilizar progenitores hematopoyéticos de la médula Osea a sangre periférica (Dombret.
1996) y la mayoria de los resultados en ensayos clinicos han demostrado la seguridad de
este CSF’s en la administracién a pacientes, en los cuales no existe un riesgo sobre las
células blasto. Ademas mismo muestra eficacia al acortar la duracién de la neutropenia
(agranulocitosis o falta de granulocitos) inducida por quimicos como Metimazol y
Propiltiouracil (Magner & Snyder, 1994). En pacientes con leucemia se ha visto que
después que se someten a quimioterapia y se administra G-CSF el niimero de granulocitos
en sangre periférica retornia a su concentracién normal (Dombret, 1996; Bennett e/ al..

1996).

A nivel del receptor para el G-CSF se ha visto que este juega un papel importante
en la diferenciacion y proliferacion de células comprometidas hacia el linaje granulocitico
{Kawaguchi et al., 1985; Demetri &Grinffin, 1991). En ratones con mutaciones ¢n el gen del
receptor para el G-CSF se presenta un decremento (anio en el numero de neutrofilos en
circulacién como en el numero de progenitores en la médula dsea, de manera que fa
expansion y diferenciacion a partir de estos precursores hematopoyéticos es baja. Los
granulocitos aislades de estos ralones muestran un incremento en la susceptibilidad a la
muerte celular, sugiriendo que este receptor juega un papel importante en la transmusién de
sefiales de diferenciacion especifica (Fukenaga ef af.. 1993; Dong ef al., 1993). ¥ asimismo

para la sobrevivencia del granulocito. (Liu ef al., 1996).



Ademas del G-CSF se sabe que existen otras moléculas como el dimetil sulfoxido
(Newburger ef al., 1979; Collins, 1987) v los retinoides que inducen la diferenciacion
hasta granulocitos de células de leucemia miclobldstica. con entrada subsecuente a una
muerte celular programada como producto de esta diferenciacion (Tosi ef al., 1994; Nagay

et al., 1995; Brackman et al., 1995).

Por otro lado existen reportes que indican que P35Cdc y DR-nm23 son moléculas
identificadas en células de mamifero, que se expresan durante la proliferacién del linaje
mieloide en etapas tempranas pero no en células maduras. La sobreexpresion de estas
proteinas en células leucémicas dependientes de I1.-3 como la 32Dcll3 inhiben la muerte
celular programada en presencia de suero y factores de crecimiento hematopoyético como
GM-CSF y G-CSF (Brach er al., 1992, Yamamoto ef af.. 1993) inhibeiendo la
diferenciacién hacia granulocitos con G-CSF, lo cual sugiere que estas moléculas estin
involucradas en la proliferacién y diferenciacién de células micloides { Kao er al., 1996;

Venturelli ef al., 1995).

ACTIVACION DEL LINAJE GRANULOCITICO

Dentro de las células de nuestro sistema inmune, los granulocitos son las primeras
células en migrar a tejido en respuesta a un agente patogeno invasor. Aungue son células
altamente diferenciadas presentan escasos ribosomas y reticulo endoplasmético. por lo cual
se les considerd como células incapaces de sintetizar ARN y proteinas. Las actividades
principales que realizan son la fagocitosis (lvor & Maurer, 1990). produccién de radicales
libres (McCall ef al., 1991), agentes citoloxicos como mieloperoxidasa, calepsina G,
lactoferrina (Rodel & Link, 1996), marcadores de superficie como vitronectina, fibronectina.

CD36. lectinas (integrinas) (Williams e af.. 1991, Verfaillie et af., 1991) y citocinas



(Cassatella, 1995). Asi, la activacion celular favorece algunas funciones importantes dentro

de la actividad de los granulocito-neutrofilos.

Actualmente se ha encontrado que los granulocitos polimorfonucleares (PMN) bajo
activadores in vitro con lipopolisacarido (LPS) ( Weersink ef al., 1994; Cassatella, 1995;} ¥
GM-CSF (Lindeman et al., 1987 ) e in vivo con LPS, caseinato de sodio (Cas Na) ¥
tioglicolato (Lotem & Sachs, 1985) los PMN son capaces de producir ARN y proteinas
(Granell-P et al., 1979).

Otros productos que se han usado para la activacion de diferentes tipos celutares son
el aceite mineral, e infecciones por bacterias etc. in vivo, la activacion celular gencralmente
s ha realizado por la administracién de estos factores en la cavidad peritoneal de ratones
para aumentar la migracién de diferentes tipos celulares como granulocitos, monocito-

macrdfagos y linfocitos.

Dentro de las citocinas producidas por granulocitos PMN humanos de sangre
periférica se encuentran el factor de necrosis tumotal {TNF-a) , IL-1 (Herrman, 1988) IL-6
(Ciceo et al., 1990), interleucina 8 (IL-8), factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-
pt), IFN-y (Cassatella, 1995). Mas recientemente se han reportado las proteinas
inflamatorias de macrofago 1 alfa y 1 beta (MIP-la y MIP-18), las cuales son importantes
quimiotécticas de macrofagos y subpoblaciones de célutas T (Cassatella, 1995; Yoshiaki er
al., 1995).

Por otra lado, se sabe que lineas celulares mieloides de estadio promielocitico como
la HI.-60, 32Dcl3 y NB4 y FDCP-Mix no producen citocinas en el estadio en el que se
encuentran (Grande ef al., 1995) y que se diferencian a PMN con estimulos como acido
trans retinoice y G-CSF (y en terapias de pacientes con leucemia promielocitica) (Grande et
al., 1995; Suchard et al., 1994; Katagiri et al., 1996; Gianni ef al., 1995). Sin embargo en
esta diferenciacion a PMN se sintetizan moléculas como IL-1a, IL-1B, 1E-6, TNF-a y

SCF (Gianni et al., 1995; Grande ef al., 1995). Otros datos muestran que la linea celular de



leucemia cronica K562 en su diferenciacion es capaz de producir una molécula de alrededor
de 6-8 Kd. ta cual presenta la propiedad de inhibir las funciones adherentes de PMN v actuar

como un agente antinflamatorio (Amar et af., 1992).

La produccion de citocinas es un fenémeno generalmente observado cuando los
granulocitos presentan una forma madura y como producto de esta maduracion la célula

muere por un proceso de muerte celular programada.

NECROSIS Y APOPTOSIS EN GRANULOCITOS

El control de la poblacion celular de los sistemas vivos estd regulada por un
equilibrio de muerte y proliferacién celular. Dentro de la muerte celular existen dos formas
hasta ahora descritas en tejidos de vertebrados y en organismos pluricelulares. la muerte
celular por necrosis o también lamada accidental y la muerte celular programada o

apoptosis (Schulze er al., 1994).

La muerte celular por necrosis es causada por cambios fuertes o repentinos como: la
elevacion de la temperatura (hipertermia), infecciones virales liticas. traumas fisicos o
quimicos entre otros. En general, cuando las células mueren por necrosis sufren cambios
morfolégicos drasticos en la membrana, con o cual las células son incapaces de realizar la
liomeostasis normal, y por lo tanto, pierden la capacidad para regular la presion osmética y
el flujo normal de iones, provocanda de este modo un aumento de volumen en el cual la
célula finalmente explota y consecuentemente muere. Cuando la membrana se rompe el
contenido del citoplasma (nicleo y organclos) se vierte a los espacios extracelulares de los
tejidos circundantes. provocando con esto una respuesta inflamatoria local (Ivor & Maurer,

1990},



La muerte celular por apoptosis es un importante mecanismo de regulacion para
mantener el tamaiio de la poblacion celular de manera natural. cuando se activa esia
decrece la sobrevivencia celular. De hecho en ciertos tumores existe un decremento en la
apoptosis, lo cuat contribuye a casos de oncogénesis (Han et al., 1995; Hicsonmez e! al.,
1996). La apoptosis a diferencia de la necrosis puede ser producida o inducida por distintos
factores bioquimicos e inhibida algunas veces via fisiologica o bioquimica (John, 1993;

Chitnis ef al., 1996).

Las caracteristicas de la apoptosis han sido extensamente descritas. Asi, Wyillie y
Kerr fueron los primeros en proporcionar indicios de que la fragmentacién del ADN es uno
de los componentes de la apoptosis (Kaawabata e al., 1994; Borther & Nicklas, 1995) enel
cual se activan endonucleasas {Schulze ef al., 1994). Durante el proceso de muerte celular
programada Ja membrana citoplasmatica se mantiene morfolégicamente intacta, !a cromatina
se condensa progresivamente adoptando diferentes caracteristicas morfologicas (Earnshaw,
1995; Cotteer ef al., 1994). Se sabe que los cuerpos apoptticos son capaces de expresar
marcadores de superficie, con lo cual la célula es reconocida por macréfagos o células
endoteliales con la finalidad de ser eliminados, evitando de este modo una respuesta

inflamatoria local (Kroemer ef al., 1995) {Figura 3).

En cuanto a la activacién de las endonucleasas que llevan a cabo la fragmentacion del
ADN tenemos que en los granulocitos segmentados de sangre periférica la actividad de las
endonucleasas es dependiente de Ca™ y Mg’ y por otro lado en células multipotenciales o
estadios menos diferenciados como células CD34+ presentan unicamente dependencia de
Mg?". Lo cual indica que existen cambios susceptibles por Ca® durante la diferenciacién de

precursores hematopoyéticos dependientes de Mg" (Anzaief al., 1995).



En la hematopoyesis la célula totipotencial o pluripotencial prolifera y da origen a
células precursoras comprometidas y estas células a su vez se dividen y maduran dando
origen a todos los iinajes sanguineos conocidos. Fn este fenémeno, ¢l balance entre la
proliferacién, diferenciacion y apoptosis es el que mantiene la homeostasis en la
hematopovesis. (Squier e al.. 1995; Kozinets ef al., 1996). Ademis los granulocitos
segmentados o PMN de sangre periférica y de los inducidos en cavidad peritoneal de raton
en condiciones in vitro presentan una vida media corta de alrededor de 22 y 24 h
respectivamente (Colotta ef af., 1992) v posteriormente entran en un proceso de apoptosis
(Han ef al.. 1995; Delia et al., 1992). Por el contrario, se ha visto que en algunos tipos
celulares existe la proliferacion desmedida que da inmortalidad a la célula y origina el
desarrollo de neoplasias, de las cuales han aislado células para formar lineas celulares, como
algunas lineas celulares leucémicas en donde existe la presencia de traslocaciones
cromosémicas 8:21 que son la principal causa de esta proliferacién. La administracion de
algunos compuestos como la dexametasona ha mostrado que disminuye la sobrevivencia de
estas células. induciendo la apoptosis (Miyoshi et al., 1997). Sin embargo la sobrevivencia
de! granulocito segmeniado se ha extendido bajo la influencia de algunas citocinas como:
IL-1, IL-6, TNF, GM-CSF, G-CSF, IFN-yy endotoxinas como LPS, las cuales incrementan
la sobrevivencia y disminuyen el nimero de células apoptéticas (Colotta ef al., 1992; Brach

et al.. 1992, Biffl, et al.. 1995; Hee et al., 1995).

En la diferenciacion de lineas celulares se sabe que a nivel génetico existen algunos
genes que regulan la sobrevivencia e inhiben la apoptosis como la familia de Bcl-2 (Delia ef
al., 1992; Reed. 1994). El gen Bel-2 es uma molécula citoplasmdtica que prolonga la
sobrevivencia celular por inhibicion de la apoptosis (Boise ef al., 1993; Park ef al.. 1995 ;
Sanz e al.. 1997). se expresa en estadios tempranos de diferenciacion del linaje
granulocitico ¢ inhibe la apoptosis y permite la proliferacion de células indiferenciadas, pero
en celulas diferenciadas v en lineas inducidas a la diferenciacion madura del  linaje

granulocitico y monocito-macrofago su expresion disminuye (Benito ef al.. 1995). causando



con esto que las células reduzcan su capacidad de proliferacion y entren subsecuente en
apoptosis (Reed, 1994: Naumovski & Cleary, 1994; Sanz et al., 1997}, Asi se ha observado
que cuando se tratan lineas celulares como la promielocitica con cido retinoico y vitamina
D3 existen efectos sinérgicos en cuanto a la diferenciacion. causando un decremento de fa

expresion de Bel-2 y consecuentemente apoptosis (Elstner et al., 1997).

La maduracion del linaje mieloide parece requerir de la salida del ciclo celular, para
desarrollar la diferenciacion y la muerte celular. Bcl-2 esta presente en las células
indiferenciadas con la finalidad de mantener la sobrevivencia, por lo cual las funciones de
Bel-2 durante la diferenciacién de mielocitos ha mostrado que la baja expresion del gen
Bel-2 en HI-60 no promueve la diferenciacion ( Vairo ef al.. 1996). Asi se ha corroborado
que Bcl-2 esta regulado independientemente de los procesos de diferenciacién en el linaje

micloide (Naumovski & Cleary, 1994).

Otros genes como Notch disminuyen su expresion en los procesos de diferenciacion
del linaje granulocitico, pero este al ser sobreexpresado inhibe la diferenciacidn de estas y

permite la proliferacién de células indiferenciadas (Milrer ef al., 19%6).

Se han encontrado otros genes que inducen el fenomeno de apoptosis como Fas
{Itoh et al.. 1991). Este gene expresa una molécula de superficie que puede inducir la
apoptosis a diferencia del gen Bcl-2. En los procesos de diferenciacion se ha visto que
células progenitoras hematopoyéticas (CD34+) no expresan el antigeno Fas pero si
presentan expresion de Bcl-2. Sin embargo en células diferenciadas la expresion de Fas
aumenta, lo cual indica que Fas puede ser expresado mediante fenomenos de diferenciacion
en células progenitoras hematopoyéticas mediante factores de crecimiento hematopoyético
(Takenaka er al., 1996). Asi la induccién de Fas y la baja expresion de Bel-2 mediante la
diferenciacion puede estar regulando la hematopoyesis. Por otro lado en casos de neoplasia
hematologica se ha visto que existe una heterogeneidad en la expresion de Bel-2 y Fas

( DiGiuseppe et al., 1996). En tas células CD34+ aisladas de médula dsea cuando son



cultivadas con moléculas como TNF-a ¢ IFN-y por 48 h se induce la expresién de Fas ¥

estas mismas células al ser tratadas con el ligando Fas o anti Fas sufren apoptosis. puesto

que se observa una disminucion en la viabilidad celular, cambios morfolégicos ¥

fragmentacion del ADN caracteristicos de la apoptosis. Estos trabajos indican que TNF-a ¥y

el IFN-y son reguladores hematopoyéticos negativos, que inducen la expresion de Fas en

células progenitoras hematopoyéticas. Asi, la supresion de ia hematopoyesis mediada pot

factores reguladores negativos puede estar mediada en parte por Fas (Nagafuji e/ al.. 1995).

Asi de forma peneral la diferenciacion del linaje granulocitico tiene como punto final la

entrada subsecuente a un fendmeno de apoptosis {Sakakura ef al.. 1996) y la eliminacion

por células fagociticas (Figura 3).
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FIGURA 3. Eliminacion de granutocitos polimorfonucieares senescentes por monocito-macrofagos
(fornado de Lavin et al., 1996 )




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha visto en trabajos recientes que los granulocitos neutrdfilos de sangre periférica
cuando presentan una morfologia segmentada producen una gran cantidad de citocinas
como: TNF-at, IL-1B, IL-8, TGF-B1, IL-6, [FN-a GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-3, y mas
recientemente las proteinas MIP-la. y MIP-1B. Por otro lado, en ¢l Laboratorio de
Diferenciacién Celular y Cancer de la FES Zaragoza se ha observado que los granutocitos
de médula ésea en estadio promielocitico y en banda no producen actividad de M-CSF.
Asimismo, se ha observado que los granulocitos de cavidad peritoneal de raton cuando son
estimulados con caseinato de sodio (agente inflamatorio) por 16 horas presentan una
morfologia segmentada y ademas una actividad de M-CSF (Ventura 1994). Considerando lo
anterior, en este trabajo se estimularon a los granulocitos con morfologia en banda con: Cas
Na, G-CSF y LPS para evaluar a diferentes tiempos de cultive la diferenciacion hacia
granulocitos-neutréfilos segmentados y la produccién de actividad de M-CSF, asi como su

relacién de este proceso con el fenémeno de apoptosis 0 muerte celular programada.



HIPOTESIS

Los granulocitos neutréfilos después de su estadio de banda entran en su ultima
ctapa de diferenciacion y presentan una morfologia segmentada. y es aqui cuando tienen una
actividad de M-CSF y una entrada a apoptosis . Ademas se sabe que cuando la cavidad
peritoneal de ratén es inoculada con caseinato de sodio se acumulan en ella grandes
cantidades de granulocitos segmentados que provienen de células en esiadio de banda de la
médula dsea . por lo que se espera que los granulocitos de estadio en banda provenientes de
médula 6sea cuando son estimulados con caseinato de sodio adquieriran un estadio
segmentado y en consecuencia serdn capaces producir una actividad de tipo M-CSF y una

entrada a un fenémeno de apoptosis .

OBJETIVOS

GENERAL.

Establecer si los granulocitos neutréfilos al ser estimulados con caseinato de sodio se
diferencian a un estadio segmentado y son capaces de secretar un factor estimulante de

colonias de macrofagos (M-CSF), ademds de entrar en un proceso de apoptosis .



PARTICULARES

Evaluar la posible transicién morfologica de granulocitos de un estadio de banda a

segmentados con caseinato de sodio y compararlo con aquélla inducida por G-CSF y LPS

Evaluar en funcién del tiempo de cultivo y en presencia de Cas Na, G-CSF y LPS la

viabilidad y la transicién morfolégica de células de banda a segmentadas

Evaluar la presencia de M-CSF en lisados y medios condicionados de granulocitos en
banda estimulados en presencia o ausencia de Cas Na, G-CSF y LPS en diferentes tiempos

de cultivo.

Obtener células segmentadas a partir de células en banda estimuladas con Cas Na,

G-CSF y LPS y evaluar la fragmentacién del ADN como un indicador de la apoptosis.



MATERIAL Y METODO.

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratones hembras de 2-3 meses de edad, de la cepa CD-1 como fuente de
granulocitos a partir de médula dsea {estadio en banda) y cavidad peritoneal (estadio

segmentado).

CONDICIONES DE CULTIVO.

Se trabajé en una campana de cultivo, previamente limpiada con etanol al 70 %, y se
esterilizé durante 20 minutos con luz ultravioleta; asi misme el material de cristaleria

utilizado se esterilizé en autoclave (Adams, 1980).

Para e! cultivo de los granulocitos en banda de médula dsea y segmentados de
cavidad peritoneal se utilizaron cajas petri de vidrio (Pyrex, USA) de 60 x 15mm y para las
células progenitoras de médula dsea se utilizaron placas de plastico ( Costar, USA) de 24
pozos. Las células sembradas se mantuvieron en incubadora a una temperatura de 37°C y
en una atmosfera de 5% de CO; en aire y humedad saturante. Para los cultivos celulares se
utilizd el Medio RPMI-1640 (Gibco USA) (apéndice 1) suplementado con 10% de suero
fetal de bovino (SFB. Hyclon, USA) (apéndice 3).

OBTENCION DE GRANULOCITOS

Para obtener granulocitos en banda de médula dsea, se sacrificaron ratones por

deservicacion para extraer los fémures, y se colocaron enseguida en cajas petri con RPMI-



1640. El fémur se perford en ambas epifisis y con una jeringa de ! ml se hizo fluir RPMI
suplementado al 10% con SFB para extraer las células totales de la meédula Jsea
(leucocitos), fa suspension celular se centrifugdé para obtener un botén celular, el cual se
resuspendié en 2 ml de RPMI suplementado al 10% con SFB. Enseguida se paso por dos
gradientes de densidad; el primero por Ficoll de 1.077 ge/ml por 30 min a 1500 rpm. del cual
se obtuvo un botén y un anillo celular, el anilo que contenia células precursoras
hematopoyeticas se eliminG y ¢l botdn se paso enseguida por Ficoll de 1.086 gr/ml por 20
min a 1500 rpm hasta obtener un botén y un anillo celular (Boyum, 1968). El boton que
contenia macrofagos se¢ elimino y el anillo se lavo tres veces con RPMI para eliminar el
exceso de Ficoll. Las granulocitos en banda se resuspendieron en un volumen conocido y se

contaron en un hemocitémetro.

Para obtener granulocitos segmentados se inyectaron por 16 h en la cavidad
peritoneal del ratén 1.5 ml de Cas Na al 10 % (agente inflamatorio), Después de este
tiempo se sacrificaron los ratones por dislocaci6n cervical y se extrajeron las células de la
cavidad peritoneal mediante dos lavados de 10 ml de solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) (apéndice 2) con jeringa. La suspension celular se centrifugé a 1500 rpm durante 5
min, obteniéndose un botén celular, el cual se resuspendié en RPMI suplementado al 10%
SFB. y se incubé a 37°C por 2 h con el fin de adherir y eliminar macrofagos que son el
primer contaminante. La suspension de células de granulocitos se centrifugé para obtener un
boton celular el cual se llevd a un volumen conocido para ser contado enseguida en un

hemocitémetro.

LISADO CELULAR Y OBTENCION DE MEDIOS CONDICIONADOS

Los granulocitos obtenidos de médula dsea (banda) se cultivaron en RPMI
suplementado al 10% con SFB a una densidad de 6 x 10° cel/mia24,48. 72,96 y 120 hen
presencia o ausencia de 10 mg/ml de Cas Na al 10 %, 20 ng/ml de factor estimulador de

colonias de granulocitos (G-CSF) recombinante humano con actividad de 12.5x10" w/ml



(R&Dd Systems, USA) y 2 ng/ml de LPS. Las células se centrifugaron a 1500 rpm durante
5 min para separar por un lado los medios condicionados y por el otro un botén celular
{células segmentadas). Los medios condicionados se conservaron a -70°C y de las células
obtenidas se tomo una parte para colocarlas en viales de criopreservacion en una
proporcion de 25 x 10° cel/ml para ser lisadas por congelacién y descongelacién en

nitrégeno liquido y otra partc dec 7x 10° células para obtener ADN.

CULTIVO CELULAR EN BICAPA DE AGAR.

La induccion la formacién de colonias o ensayos de bicapa en agar se llevo a cabo
en cajas de cultivo de 24 pozos, la primera capa de agar contiene 0.2 ml de lisado 0 medio
condicionado de granulocitos o 10ng/ml de factor estimulador de colonias de macréfages
{M-CSF) recombinante humano con actividad de 6.25X10" U/ml ( Genzyme, USA), 0.3 m]
de RPMI 1X, 0.2 ml de suero fetal de caballo (SFC), 0.2 ml de agar al 0.6% y 0.2 ml de
RPM! 2X. La segunda capa de agar contienc, 2.5 ml de RPMI con una densidad de 1x10°
cel/m! (precursoras hematopoyéticas), 0.05 ml de SFC, 0.1 ml de agar al 0.3% y 0.1 ml de
RPMI 2X. Después de 7 dias de cultivo se evalué la actividad formadora de colonias

producida por los medios utilizados.

VIABILIDAD Y NUMEROC CELULAR
Después de cada tratamiento la viabilidad celular se evalud por incorporacién de azul

de tripano (apéndice 4). para lo cual se agregd una proporcion 1:1, y se incubé a

temperatura ambiente por 5 min, para después ser contadas en un hemocitometro.
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FRAGMENTACION DEL ADN COMO ESTIMACION DE APOPTOSIS

La apoptosis fue identificada bajo los criterios de fragmentacién del ADN. para lo
cual se tomaron Tx10° células en tubos Ependorff de los diferentes tratamientos en los
diferentes tiempos de cultivo, posteriormente se lisaron con 1 mi de Buffer de lisis NTE (10
mM Tris’NaCl, 25 mM EDTA, pH 7.4 y Nonidet P-40 0.1% v/v). Los lisados celulares
fueron tratados con proteinasa K (500 pg/ml) por 3ha 55°Cya continuacidén se adiciono
200 pl de la enzima ARNasa por | h, posteriormente se separé el ADN mediante una
solucién de cloroformo-fenol-alcohol isoamilico (25:25:1), en esta separacion se colectd la
fase superior en otro Ependorff y se precipitd con alcohol al 96% toda la noche a -20°C.
Enseguida se centrifugé la muestra a 14000 rpm para obtener un botén, éste se resuspendio
en TE (10 nM de tris C! y | nM de EDTA pH 7.6) y se incubé a 65°C para separar las
cadenas del ADN, enseguida se corrieron muestras a 3 volt/cm’ en un gel de agarosa al 2%

con bromuro de etidio y se observaron las muestras en un transiluminador de UV.

ANALISIS ESTADISTICO.

Los ensayos de extraccion, diferenciacion, viabilidad y nimero celular se realizaron
por cuatruplicado, de los datos obtenidos se obtuvo la media y la desviacidn estandar para
someterlos a una prueba de ANDEVA o andlisis de varianza. Los datos mostrados de la
fragmentacién de ADN son cl resultado de cuatro ensayos independientes. del cual se tomo

uno come representativo.

»



RESULTADOS.

MORFOLOGIA DE GRANULOCITOS DE MEDULA OSEA DESPUES DE SER
CULTIVADOS A DIFERENTES TIEMPOS CON DIFERENTES INDUCTORES

Con la finalidad de obtener una poblacién de células granulociticas en
estadio dec banda con alto grado de pureza y homogeneidad las células totales de medula
dsea. se separaron mediante dos diferentes densidades de Ficoll, el primero por 1.077g/ml vy
el segundo de 1.083 g/ml ., obteniendo una poblacién de granulocitos de un 94.8% de
pureza. La mayoria de estas células eran de cstadio en banda (78.9% de la poblacion total).
Los contaminantes principales {células no granulociticas) encontrados fueron monocito-

macrofagos (3.3%) y linfocitos (1.6%) (Tabla. 1) .

ENSAYO | MACROFAGOS | LINFOCITOS [ G. EN BANDA | G.SEGMENTADOS. | % PUREZA DE
4 GRANLLOCITOS
% % Y %

I 3.0 1.0 85.7 10.3 96.0

2 39 1.9 78.5 15.6 94.1

3 3.6 0.9 79.2 16.2 95.4

4 2.9 29 72.3 21.8 94.1
x=33+04 |x=1.6+ 09 x=789 +54| x=159 + 47 x=94.8 + 95

Tabla.1 .- Porcentajes de diferentes lipos celulares de cualro punficaciones de leucociltas extraidos
de médula 6sea. G. { granulocitos), % (porcentaje de células), x (media con desviacion estandard).
Para cada determinacion se contaron 200 células por campo.




Una vez que se obtuvo una poblacién altamente homogénea de granulocitos con
morfologia en banda, ésta se estimulé durante diferentes tiempos con inductores como LPS,
Cas Nay G-CSF, con la finalidad de evaluar el efecto sobre el fenotipo celular. Observamos
que en esta poblacion, al ser cultivada sin inductores. aumento la presencia de células
segmentadas pasando de 16 % inicial a 32, 53, 70, 77 y 92% a las 24, 48, 72, 96 y 120 h
respectivamente. Con LPS, en el mismo lapso de tiempo. se observan porcentajes de 39, 51,
66, 77 y 83 % de granulocitos segmentados y con el G-CSF de 49, 61, 72. 84 y 88%. El
mayor efecto se obtuvo cuando se empled Cas Na ya que se obtuvieron porcentajes de 64,

70,75, 81y 91 % (Grafica 1).

GENERACION DE CELULAS SEGMENTADAS A PARTIR DE CELULAS
EN BANDA A DIFERENTES TIEMPOS CON DIFERENTES INDUCTORES.
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El andlisis fenotipico realizado mediante tinciones con colorante Giemsa muestra
que las células sin estimulo y en presencia de LPS a las 48 h presentan una baja transicion a
células segmentadas (Figura 1A y 1D), sin embargo, cuando son estimuladas con G-CSF

(Figura 1B) y Cas Na (Figura 1C) esta transicién aumenta.



e . e ]
Figura 1.- Morfologia de granulcitos a las 48 K. Sinincuclores (A) G-CSF (B), con Cas Na (C)
y con LPS (D), aumento amplificacion 400X .



EFECTO DE LOS INDUCTORES SOBRE EL NUMERO CELULAR Y
VIABILIDAD DE GRANULOCITOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS DE
CULTIVO.

Una vez que observamos que las células segmentadas aumentan respecto a las células
en banda y con la finalidad de determinar si éste es un proceso de diferenciacion o de muerte
celular selectiva, determinamos ¢l nimero de cada tipo celular, asi como su viabilidad a
diferentes tiempos de cultivo. Se encontré que al sembrar 2x10° cel/ml sin inductor se
mantuvo un numero celular semejante al inicial durante las primeras 48 h de cultivo
disminuyendo posteriormente hasta las 96 h. En cambio con los diferentes inductores esta

disminucién se presento desde las 24 h siendo mucho mayor para el Cas Na (Gréfica 2).
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La disminucién del namero celular en un cultive por lo general implica muerte
celular, la pregunta que surge es chal de los dos grupos celulares en nuestros cultivos en
presencia de inductores estd afectado o en que proporciéon las células en banda o
segmentadas mueren. Para contestar esta pregumta, se realizé un ensayo para comparar la
disminucion de ias células totalmente diferenciadas (segmentadas) y de menos diferenciadas
(banda) con o sin estimulo de Cas Na in viiro en funcion del tiempo de cultivo. En este
ensayo s¢ encontrd que al sembrar 2x10° células, las segmentadas  disminuyeron
rapidamente con o sin estimulo hasta llegar a ser menos de 4x10° a las 72 h. mientras que las
células en banda mantienen un nimero semejante al inicial en ausencia de inductor y con
poca disminucion en presencia de éste (Grafica 3). Este hecho corrobora to esperado que las
células que presentan una morfologia madura o segmentada desaparecen mas rdpidamente
de los cultivos por ser estas las células terminales de la diferenciacion, gue las celulas en

banda por ser éstas las mas inmaduras.
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Al relacionar los porcentajes de segmentacién y el niimero celular, se puede conocer

el nimero de células segmentadas presentes en los diferentes tiempos de cultivos en

presencia o ausencia de los diferentes inductores. De esta forma se observa que al sembrar

una densidad de 2x10° cel/ml de médula dsea existe un namero inicial de 4X10° células

segmentadas. Si ninguna célula en banda se diferencia, el valor de células segmentadas

permancceria constante a lo largo del expetimento, sin embargo, se observé un aumento en

el nimero de células segmentadas principalmente con Cas Na. {Gréfica 4).
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Grafica 4.- Nimero de
células segmentadas
asperadas y observadas
en relacion con ef nimero
celular total.
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Ademés del fenotipo celular es importante evajuar la viabilidad de los granulocitos

presentes en los diferentes tiempos de cultive. Los resultados muestran que s

consideramos la viabilidad de ia poblacion después haber sido purificada por Ficoll como

de 100% , observamos que después de 96 h de cultivo sint inductores se reduce hasta un

61 %. Por otro lado, encontramos que ¢! G-CSF y el Cas Na estimulan en los

granulocitos su viabilidad, mas no el LPS ya que presenta a las 24, 48, 72y 9 h

porcentajes de viabilidad de 87, 86. 78 v 68% respectivamente; semejantes a los del

control, mientras que Cas Na presenta porcentajes de 89, 89, 85. y 80 % y G-CSF

porcentajes de 90, 90, 85 y 78 % respectivamente {Grafica 5).
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ACTIVIDAD FORMADORA DE COLONIAS PROVENIENTES DE LOS LISADOS
Y SOBRENADANTES DE LOS CULTIVOS DE GRANULOCITOS,

Una vez que se estableci¢ que los granulocitos de morfologia en banda se diferencian
a segmentados con Cas Na y conociendo que las células segmentadas son capaces de
producir M-CSF mas no las en banda (Ventura, 1994), se procedio a evaluar si este proceso
de diferenciacion estd acompafiado de la produccion de este tipo de factor. Con esta
finalidad se tomaron tanto los medios condicionados como la fraccion del citosol de
granulocitos inducidos a la diferenciacién con los diferentes factores hasta aqui empleados.
Los datos observados muestran que a las 24 h de cultivo la fraccion del citosol obtenida de
los lisados de I!as células no estimuladas y tratadas con los diferentes inductores no tienen
actividad formadora de colonias y los lisados a las 48 y 72 h presentan una baja actividad

formadora de colonias de tipo macrofago (Gréfica 6).
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Por otro lado. al evaluar la actividad de los medios condicionados de los cultivos de

granulocitos tratados con los diferentes inductores por 24 h de cultivo. observamos que no

existe actividad formadora de colonias. mientras que cuando se utilizé Cas Na tanto a las 48

como a las 72 h, se¢ observa una fuerte actividad formadora de colonias. También se

detecta un incremento aunque de menor magnitud a las 72 h para los medios condicionados

de las células tratadas con LPS (Grafica 7}.
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EVALUACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN COMO UN CRITERIO DE
APOPTOSIS.

Es conocido que en el finaje granulocitico los procesos de diferenciacion inducen la
sintesis de nuevos factores hematopoyéticos como el M-CSF y promueven la entrada a un
fenomeno de apoptosis. De acuerdo con lo anterior se considerd pertinente evaluar si los
granulocitos segmentados que se producen bajo los diferentes inductores entran en un
fendmeno de apoptosis. Tomando en cuenta la fragmentacion del ADN como un criterio de
apoptosis, en nuestros resultados encontramos que tanto las células en banda que sc
obtuvieron en un inicio de la purificacion como las cultivadas sin estimulo durante 24h no
presentan fragmentacién del ADN (Figura 2 Carril 1 y 2 ). Por otro lado, las células en
cultivo durante 48h sin estimulo presentan fragmentacién del ADN (Carrit 5). Los
granufocitos en banda al ser estimulados con Cas Na o con G-CSF  mostraron

fragmentacién del ADN en las primeras 24 h (Carril 3 y 4).

Figura 2.- Carril I células en banda de médula
bsea; Camil 2 y 5 cdlulas en banda en
ausencia de inductores a las 24 y 48 ; cami 3y
& células en banda estimuladas con Cas Na a
24 y 48h; camil 4 y 7 células en banda
estimuladas con G-CSF a las 24 y 48 h; cami
8 marcadores de peso molecular (Ladder de
1Kb).

b
N -
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DISCUSION,

Se sabe que la méduta dsea tiene como finalidad fa generacién de células sanguineas
funcionales a partir de las células totipotenciales (Eliseiv. 1988; William, 1991). Los
granulocitos se forman a partir de células mieloides totipotenciales hasta granulocitos
segmentados de reserva para cuando son necesitados en algun sitio del organismo {William,
1991). Nuestros resultados muestran que el tipo celular mayoritario de la médula dsea es
principalmente granulocitos de estadio en banda y en menor numero granulocitos maduros
segmentados. Tomando en consideraciéon nuestro trabajo, encontramos que existen factores
exogenos como el Cas Na y LPS que pueden diferenciar a células granulociticas en banda
hasta segmentadas. Nuestros resultados sugieren que el proceso de diferenciacién puede
llevarse a cabo fuera de la médula dsea. Para corroborar esto sugerimos un experimento en
donde se marquen radioactivamente las células en banda de médula dsea de ratdn y se evalie
mediante la induccion de Cas Na la diferenciacion de estas células en banda dentro y fuera

de la medula osea.

Tomando en cuenta estos antecedentes y considerando que los granulocitos en banda
no producen factores de crecimiento hematopoyético y que los granulocitos segmentados
que llegan a la cavidad peritoneal por estimulo de Cas Na producen M-CSF. en este trabajo
se demostré el efecto de factores activadores en la maduracion y activacién funcional de los

granulocitos en banda de raton.

Después de obtener poblaciones purificadas de células granulociticas en banda de
médula Gsea. se evaluaron los efectos de G-CSF, LPS y Cas Na en los cambios
morfolégicos asociados con la  diferenciacion de estas células. De acuerdo con esta.

encontramos que ¢l granulocito en banda adquiere la forma tipica madura segmentada en
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condiciones normales de cultivo, lo que se correlaciona con un modelo hematopoyético
instructivo , en donde no se necesita de factores activadores y diferenciadores para inducir la
diferenciacion, sino del programa intrinseco de las células para diferenciarse (Andrea, 1994,
Rodel & Link, 1996); v ademds, este comportamiento seria de esperarse pues los
granulocitos en banda son células altamente comprometidas que han perdido la capacidad

de proliferar (William, 1991).

Se tiene bien definido que el estimulo con G-CSF induce la proliferacion y
diferenciacion de granulocitos neutrdfilos. En este trabajo se comrobord que el G-CSF lleva
al granulocito en banda a adquirir una forma tipica madura o segmentada en 24 h. Los datos
anteriores se correlacionan con lo observado en lineas celulares como la 32Dc en donde la
administracion de G-CSF activa su diferenciacion (Hamblin, 1993; Dombret, 1996); y con lo
observado en pacientes con neutropenia (falta de neutrdfilos) o pacientes sometidos a
quimioterapia en los que la administracién directa del G-CSF es capaz de restablecer el
ntmero normal de neutréfilos en circulacion (Mangan ef al., 1991; Tosi ef al., 1994), lo cual
reafirma e papel de este factor en la diferenciacion. Sin embargo, en este trabajo
encontramos que factores activadores son también capaces de inducir la diferenciacién de
células granulociticas tal como Cas Na y LPS. Estos agentes estimulan a los granulocitos de
morfologia en banda a adquirir el fenotipo segmentado de mancra acelerada, pero no con la
misma intensidad, ya que el Cas Na hace que los granulocitos en banda adquieran una
morfologia segmentada en las primeras 24 h an por arriba del G-CSF. Los datos anteriores
muestran la existencia de nuevas moléculas que inducen la diferenciacion como el caso del
Cas Na, ya que iritantes como el LPS no tiene la misma actividad. Estos datos parecen
indicar un programa de diferenciacién intrinseca. Recomendamos por lo tanto que en
proximos trabajos se evaliic la via de sefializacion en la cual actia el Cas Na en el proceso

de diferenciacién de! granulocito.

. . . .
Considerando que los porcentajes de células segmentadas que observamos en

nuestros cultivos pudiera deberse a que las células segmentadas de un inicio del cultivo
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sobrevivan y las de estadio en banda mueran, relacionamos los porcentajes de segmentacion
y namero celular para descartar esla posibilidad y afirmar que existe un fenémeno de
diferenciacion. De acuerdo con esto, encontramos que efectivamente ocurre una
diferenciacion celular en los cultivos ya que existe un aumento de células segmentadas en
los diferentes cultivos; y por otro lado, al comparar la viabilidad de las poblaciones de
células segmentadas y de estadio en banda. encontramos que las células segmentadas tienen
una menor viabilidad, lo cual nos indica que las células en banda son mas viables y pueden
diferenciarse hasta adoptar la caracteristica segmentada. Los datos de viabilidad muestran un
comportamiento similar a otros reportados ¢ indican que tanto factores activadores como
diferenciadores mantienen la viabilidad del linaje granulocitico (Colotta ef al., 1992, Brach er
al., 1992). Aunque es factible recomendar otras técnicas de evaluacidn de la viabilidad, ya
que las reportadas son técnicas que toman en cuenta la integridad de la membrana celular, y
existe la posibilidad de que 1a célula aunque mantenga la membrana intacta estd este en un
proceso de muerte celular programada, el cual tiene como caracteristica mantener integra la
membrana y expresar marcadores de superficie que sirven para el reconocimiento de células
fagociticas. Por otro lado, encontramos que en los tratamientos con los diferentes factores
estimuladores se disminuye el nimero celular de la poblacién inicia! , aunque las células que
permanecen ¢n los cultivos son viables. Esto nos lleva a suponer que los diferentes factores
inducen el cambio morfologico de las células de banda a segmentadas (mis rdpido con G-
CSF y Cas Na) y a su vez este cambio induce la muerte celular, muy probablemente por un
proceso apoptdtico (Han ef al..1995). A través de esto, se daria la oportunidad de que las
células menos diferenciadas adquieran la forma segmentada y consecuentemente exista una

disminucion en el nimero celular.

Con la finalidad de determinar si la muerte de las células granulociticas estimuladas
con los diferentes inductores es debida a un proceso de apoptosis, evaluamos la degradacion
del ADN como un criterio de la ocurrencia de apoptosis. Nuestros resultados muestran que
existe fragmentacion del ADN para las células cultivadas sin inductor, pero este fendmeno

se acelera con estimulos con G-CSF y Cas Na desde las 24 h de cultive. Estos datos
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indican que los factores utilizados promueven la diferenciacion de granulocitos v muy
posiblemente activan moléculas involucradas en el fenomeno de apoplosis. gue a su vez
aceleran la induccion de una muerte celular programada (Schulze ef al.. 1994). Asi tambicn.
los granulocitos maduros que llegan a la cavidad peritoncal de raton por induccion de

inflamacion, entran en apoptosis (Brach ef al.,1992; Coxon et al.. 1996 ).

Los procesos de diferenciacion de los granulocitos implican. ademas de cambios
morfolégicos, fa adquisicion de nuevas caracteristicas funcionales entre las que s¢
encuentran la fagocitosis, produccion de radicales libres (McCall 1991} ¥ citocinas (TNF-
o, H.-1p. 1L-8. TGF-Bt, IL-6. IFN-a) (Lindeman et al., 1981; Cassatella, 1995). Ln este
trabajo se encontré que los granulocitos segmentados al ser estimulados con factores
activadores como el G-CSF y LPS producen M-CSF, lo cual se correlaciona con datos
previos que indican que ¢l granulocito segmentado que llega a la cavidad peritoneal de ratén
por induccién de un agente inflamatorio, produce principalmente actividad de tipo M-CSF
(Ventura, 1994). Nuestros resultados muestran que Cas Na y no G-CSF activa fuertemente
al granulocito a producir una actividad tipo M-CSF. Lo anterior indica que algunos
factores activadores son capaces de estimular al granulocito en banda a diferenciarse y
producir M-CSF y asi también diferentes mecanismos de diferenciacién que puede tomar el
granulocito dependiendo del estimulo al cual es sometido. Estas observaciones se apoyan en
algunos trabajos donde lineas celulares que se diferencian hacia el linaje granulocitico
producen citocinas, pero ésta produccién aumenta si se estimulan con factores activadores
como el 1PS (Grande e al.. 1995). Los datos anteriores nos indican que moléculas
estimuladoras como ¢ Cas Na activan mecanismos que aceleran la adquisicion del fenotipo
segmentado a partir del granulocito en banda ¥ la fragmentacion del ADN como una
caracteristica de la muerte celular programada. ademas de la produccion de una actividad

formadora de colonias tipo M-CSF.

Los datos obtenidos ¢n este trabajo son intercsantes y novedosos. ya que no existen

reportes que indiquen que Cas Na pueda causar diferenciacion en este tipo de células. Los
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datos mas comuines encontrados sobre et uso del Cas Na ha sido en relacion a su utilizacion
como agente inflamatorio en ratones con la finalidad de aumentar la migracion de células
que regulan la respuesta inmune como granulocitos. menocitos y linfocitos (Brummer ef «l.,
1986: Ventura,1994). En esté trabajo se demostré que Cas Na comparado con LPS y G-
CSF esun fuerte activador del granulocito en banda. Estos datos nos hacen suponer que el
Cas Na puede actuar sobre células mis indiferenciadas que el propio granulocito en banda,
por ejemplo, células leucémicas como la promielocitica micloide que ademas. presenta una
proliferacion desmedida. Es probable que Cas Na induzca la diferenciacion de éstas y a su
vez cause la muerte celular programada y por lo tanto regule la poblacion de granulocitos.
Sorpresivamente, en este trabajo se encontré que un factor como Cas Na tien¢ la capacidad
de diferenciar y producir factores de crecimiento hematopoyético. lo cual abre el campo de
una posible aplicacion de esta molécula en pacientes con deficiencia de M-CSF. sin
necesidad de utilizar recombinantes de precio elevado. En este sentido recomendamos
evaluar el efecto del Cas Na en la diferenciacion o inhibicién de la proliferacién celular en
lineas celulares leucémicas y ademas recomendamos realizar experimentos en ratones con
problemas por deficiencia de M-CSF donde se pueda evaluar ¢l papel del Cas Na en la
produccion de M-CSF, asi como evaluar la dosis a la cual se presenten datos interesantes ya

que ¢l Cas Na es un fuerte agente toxico.

Los datos obtenidos en este trabajo nos permiten proponer un modelo. en donde ¢l
Cas Na al igual que factores diferenciadores como G-CSF (Hogquist ef af., 1991) producen
diferenciacion hacia granulocitos maduros. En este caso, Cas Na actaa sobre el granulocito
con morfologia en banda acelerando la adquisicion de la morfologia segmentada, estadio en
el cual ese producen <itocinas como M-CSF (Ventura, 1994). Se sabe que cste M-CSF
participa. por un lado, como quimiotictico de monocito-macrofagos. amplificando la
respuesta inmune al actuar en los sitios de inflamacion; por otro lado, tambi€n participaria en
la hematopoyesis estimulando a la célula totipotencial de médula 6sea para dar origen a mas
células del Yinaje monocito-macréfago {Hogquist ef al.. 1991). De este modo. el M-CSF

regularia la produccion de macrofagos que son el segundo tipo celular cn llegar al sito
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inflamatorio. El granulocito estimulado con Cas Na entraria 2 su vez en un proceso de
muerte celular programada. la cual tiene como funcién mantener a la célula intacta y no
causar una reaccion inflamatoria. En este proceso se ha visto que los granulocitos
neutrofilos expresan motéculas de superficie como las integrinas, a través de las cuales son
reconocidos y fagocitados por cétulas como monocito-macrdfagos (Savill ef al., 1989;
Savill ef al.. 1993). Con la eliminacién de estas células se completaria o cerraria un circuito
que tendria como finalidad eliminar a estas células senecentes  y regular el estado
inflamatorio provocado por éstas (Coxon et al., 1996). Mediante este reconocimiento los

macrofagos regulan la poblacidn de granulocitos apopt6ticos (Figura 1).

Es conocido que los macréfagos producen G-CSF, ahora con nuestros resultados
encontramos ¢l hecho novedoso de que el granulocito produce M-CSF, lo cual nos permite
hacer estudios sobre los mecanismos de regulacion de estas células y sobre su utilizacion en

situaciones donde G-CSF o M-CSF se encuentran disminuidos.
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CONCLUSION

Podemos concluir que los granulocitos con morfologia en banda cuando son
estimulados con los diferentes inductores aceleran la diferenciacion hasta la forma
segmentada o madura del granulocito, asi también podemos decir que el Cas Na resulto ser
un buen agente diferenciador similar al G-CSF. Como producto de esta diferenciacién los
granulocitos segmentados presentan un fendmeno de muerte celular programada o apoptosis
el cual es caracteristico de células senecentes y los granulocitos en banda al ser tratados con
Cas Na producen una fuerte actividad de M-CSF, la cual no es observada con los

tratamientos de G-CSF.
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APENDICE 1

Medio RMPI- 1640, .
El medio se utiliz6 para mantener en condiciones fisiologicas estables a los
granulocitos de cavidad peritoneal y de médula ésea. E| siguiente listado proporciona los

componentes del medio.

Aminoacidos mg/l
L-Arginina (libre de base) 200.00
L.-Asparagina {anhidra) 50.00
L-Aspartico 20.00
L[.-Cistina 2 HC1 65.20
L-Acido Glutdmico 20.00
L.-Glutamina 300.00
Glicina 10.00
L-Histidina (libre de base) 15.00
L-Hidroxiprolina 20.00
L-Isoleucina - 50.00
L-Leucina 50.60
[.-Lisina HCI 40.00
L-Metionina 15.00
L-Fenilalanina 15.00
L-Prolina 20.00
L-Serina 30.00
L-Treonina 20.00
L-Triptéfano 05.00
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L-Trirosina 2Na
L-Valina

VITAMINAS

Biotina

D-Pantotenato de Calcio
Cloruro de Colina
Acido Fdlico
Mio-Inositol
Niacinamida

PABA

Piridoxina HCI
Riboflavina

Tiamina HCI

Vlta.fnll'lﬂ B]z

SALES INORGANICAS

Nitrato de calcio 4H,0

Cloruro de potasio

Cloruro de sodio

Sulfato de magnesio

Fosfato de sodio dibasico (anhidro)

OTROS COMPUESTOS

D-Glucosa

28.83
20.00

mg/l

00.20
00.25
03.00
01.00
35.00
01.60
01.00
01.00
00.20
01.00
00.005

mg/l

100.00
400.00
6000.00
48.84
800.00

mg/l

2000.00
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Glutation reducido 01.00
Rojo fenol, Na 05.30
HEPES 5958.00

Forma de prepararse: en 950 ml de agua pentadestilada se dituyen 10.39 g de RPMI-1640
(Sigma, USA). se adicionan 2.0 g de bicarbonato de sodio, ademas los antibidticos penicilina
G 100 w/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Posteriormente se afora a un volumen de 1000 ml.
agitindose hasta disolver sin sobre agitar. El medio se ajusta a un pH de 7.2 a 7.4, y se
esterilizé con filtro de membrana de 0.22 pm en presencia de COz, finalmente el RPMI se

almacena a 4°C hasta el momento de su uso.

APENDICE 2

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS,

Esta solucion se uso para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables
durante periodos cortos de tiempo. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las

sales de fosfatos. Los componentes quimicos se diluyen en un volumen final de 1000 ml de

agua pentadestilada.

COMPONENTE g
Cloruro de magnesio 0.1
Cloruro de calcio 0.1
Cloruro de sodio 8.0
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Cloruro de potasio 0.2
Fosfato menoacido de sodio 2.16

Fosfato diacido de potasio 0.2

I:n la mayoria de ocasiones se prescindié del cloruro de calcio y magnesio. estas
sales no son indispensables para la finalidad en este trabajo. Las restantes sales se diluyen en
800 ml de agua bidestilada por agitacion. Posteriormente se afora a un volumen final de
1000 ml y esta solucion se ajusta a un pH de 7.2 a 7.4. La solucién amortiguadora se
esterilizé utilizando filiros de membrana ( millipore, USA) con un poro de 0.22 pm,

finalmente la solucién se almacena a una temperatura de 4°C hasta el momento de uso.

APENDICE 3

DESACTIVACION DE SUERO.

Se tomo una botella de Suero Fetal de Bovino y de Caballo (Hyclone, USA) y se colocd en
bafio de agua a temperatura ambiente para ser descongelado, posteriormente se pasd a un

bafio maria a 57°C durante 30 min. Posteriormente es transvasado en alicuotas de 50 ml

para su mejor uso.
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APENDICE 4
PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TRIPANO.
Para pruebas de viabilidad, gencralmente se empled una dilucién de colorante azul de

tripano (Sigma, México), al 0.3% en PBS, antes de usarlo el colorante fuc filtrado mediante

el uso de un filtro {Whatman, England) del mimero 2.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO

CSF's
UFC-B
UFC-GEMM

Cas Na
FL
G-CSF
GM-CSF
IFN-a
IL-1
IL-3
IL-4
IL-6
IL-8
LPS
M-CSF
MIP-1a y MIP-1p
NK
PMN
SCF
SFB
TGF-pt
TNF-a
PBS
SFC

factores estimuladores de colonias .
unidades formadoras de colonias del bazo

unidad formadora de colonias de granulocitos, eritrocitos,
macréfagos y megacariocitos

caseinato de sodio

ligando para el receptor FLLT3/FLK2

factor estimulador de colonias de granulocitos
factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos
interferdn alfa

interleucina 1

interleucina-3

interleucina-4

interleucina 6

interleucina §

lipopolisacarido

factor estimulador de colonias de macrofagos
proteina inflamatoria de macrofagos.

células asesinas o natural killer

granulocitos polimorfonucieares

factor de células tallo

suero fetal de bovino

factor de crecimiento transformante beta |
factor de necrosis tumoral

solucién amortiguadora de fosfatos

suero fetal de caballo
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