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RESUMEN 

El ~ de la bcmatopoyesis o producción de ""lulas de la sangre, es regulada 

por una gran \'&ricdad de ~inas IIl1lladas citocinas que se eru:uenlran presentes en el 

microambiente hem.topo~ico. Dichas citocinas son sintetizadas por diversos tipos 

celulares, como por ejomplo: células epiteliales y fibroblastos, entre otros. En años 

~tes se ha observado que el proceso de la apoptosis tambicn puede regular la 

bamatopoyésis. La muerte celular por apopIosis es inducida median\e una gran cantidad de 

agentes qulmicos.. _los que se CRClJCI1tran las drogas anlicancerigenas. 

En este uab4\jo. se demuestra que la droga anlicanccrlgena 5-F1uoroumcilo (5FU), 

indutc la apopIosis en tJes líneas celuI .... s establecidas de diferentes linajes: la leucémica 

promieliocitica humana HL6O. la IIIIICrofiigica P388 Y la rlbrobl6stica L929. Cuando se 

cultiva ClOII 5FU la viabilidad celular disminuye a medida que aumenta la concentración y 

el tiempo de cultivo. Las poblaciones iniciales decayeron a la mitad de su número entre las 

48 y 72 horas a coooentnlCioaes lI\eI\OIeS de 120 nglml, las cuales fueron evaluadas por el 

método de exclusión con azul trÍpIM. Adem6s, se observó que a las 48 horas de cultivo 

con el SFU, L929 sum. un 50 " de apoplOsis. P38S un 75 % Y HL60 un 67 % cuando se 

cvaluuon por morfulORia apoplÓlica. condensación del ADN, Y mediane la fragmentación 

del AON. a uavés de la incorporaciÓII de timidina tritiad •. 

Los medios condicionados de las tres líneas celulares en presencia o ausencia de 

SFU fueron colcetados y se les evaluó su capacidad proliferaliva sobre celulas de médula 

ósea medilllle ensayos en liquido y lOrmación de colonias. Se observó que ningún medio 

~icionado de HL60 en preseru:ia o ausencia SFU presentó actividad proliferaliva 

mientras que los medios condicionados de L929 tanlO en presencia como ausencia de 5FU 

JlI1'SCRtaron actividad prolifemtiva en medio liquido, aumentando ésta en los medios 

condicionados obtenidos de P388 Y L929 en presencia de 60 nglml con SFU; y se corroboró 

por la (;ap&Cidad de formar colonias en agar. Las colonias observadas por los medios 

condicionados de P388 Y L929 en presencia o ausencia de 5FU pertenecen al linaje 

monoeito-macrófago y granulooitos. Lo antes mencionado nos sugiere que las líneas 



,;clullllCS son inducidas a la apoptosis por la adición del 5RJ Y como resultado, las células 

son capaces de incrementar la slntesis o liberación de citocina (s) al medio extracelular; por 

lo tanto, se discute un posible mecanismo donde la muerte celular por apoptosis pudiera 

regular la hcmatopoyésis a través de la ,intesis o liberación de prote/nas con capacidad 

hemalOpoyética prolifemdol1l. 
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1.- MARCO TEÓRICO. 

l.l.-BIOLOGÍA DE LA IlEMATOPOYESIS. 

Todas las células que fonnan los diferentes tejidos de lID 0Ig8IIism0. m_ 

continuamente, por lo que nec:esitaJ¡ ser sustituidas por célullS nuevas. lo que es posible 

gracias a una estrecha relación entre los procesos celulares conocidos como proIifemción. 

diferenciación y muerte celular los cuales son regulados por mecanismos geo6ticos y 

bioquimicos. 

La hematopoyesis consiste de una serie de eventos que ilMllucnn la prodllCllión de 

las células maduras de la sangre a partir de unas células hellllllOpOyética conocidos como 

células madre totipoteneiales hematopoyéticas (eMIR del inglts Stem Ce\1 

Hematopoyelic) (Beck, W. 1991). Las CMIH en el adulto residen principelmcntc en el 

tejido blando conocido como la m6dula ósea, que se localiza en los bucsos largos Y plUlOs 

tales como el fémur, las costillas, el esternón y las v6rtebms del humano y vettebIados 

superiores (Dexter, T.M. 1990). 

Se estima que las CMTH representan sólo el 0.01-0.05% de la población -' de 

células hematopoyéticas de la m6dul. ósea (Müller-Siebwg, c.E. 1995) y las dos 

propiedades más importantes de las CM1H, son la capacidad de autorrenovación y la 

diferenciación; esto es, pueden originar a células idénticas a ellas mismas o madurar a los 

diferentes linajes celulares que componen el tejido sanguíneo: tanto células progenitoras 

hematopoyéticas (CPH del inglts Cell Progenitor Haemopoietic) como a las células de la 

sangre: eritrocitos, granuIocitos, monocitos, linfocitos y megacariocitos. las cuales pierden 

la capacidad de autorrenovaISe (Mayani, H. 1997; Klti ... G. 1995; López, KX 1995; 

MOIler-Sieburg, C.E. et al. 1995). 

El tejido hematopoyético es uno de los más importantes del cuerpo humano y en 

adullos normales la m6dula ósea es la fuente principal de maduración y prolifClllCión de 

células hematopoyéticas; sin embargo, en la embriogénesis el primer sitio hemalopoyético 

está en los islotes sangulneos del saco vitelino, que aparecen en la cuarta semana despoés 

de la concepción (Rilkind, RA. el al. 1988) Y pennane<:e como el sitio activo 

hematopoyético temporal hasta las semanas ocho y doce. Posteriormente, las células madre 
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deI_ viIeIiao'" a1111p1o Y es lid donde ~ la formación de las células de 

la SIIIII"I (L6pu. K.X 1995). ElIIIpIo ft:Ia\ se conviene y permanece como el principal 

sitio de ~ hasta el sexto mes de la gestación. Por su parte el bazo inicia su 

lICIMcIad ~ 1111 mes ~ que e/Iúgado Y geneg\mente termina al séptimo 

mes de la llOIlClCIlCión- La ~s en la m6duIa ósea oomienza en el quinto mes de 

la gcsIIoCi6o Y • finaIcs de 65tc, es la mayor tilcnte ~ de las células de la ~ 

(Bac:t, W. 1991) y dc5¡N6s de las tm primeras SCIlWIIS de vida (posIputo) en condiciones 

llIIIIIIIIcs, la m6du1a ósea :iC oonvicl1c en el único sitio IICIivo de la hcmatopoyésis, 

pc:mww:i-'o lIliI dUImIe lada la infancia Y la vida adulta (Rilkind, RA. ct al. 1988, 

IApcz.K.X 1995). 

Las primcras evidencias sobRo la cxistcnGia de las CMTII se dieron en 1961 cuando 

TiII y McOIIIodI demo5IIlRiu que ratooes IctaImcntc inadiados pueden ser rescatados de 

su _ ...... si se les iDJeo* células recién obIcnidas de la médula ósea de ratones 

-'es. Los IIUPOS ceIuIaNs formados en el bazo de ratones iRadiados contienen 

diftnntes estirpes sanguImas. contenidos en grupos o colonias. A las células 

~ capaces de formar colonias las definieron como células formadoras de 

bulo o CfU.S (por sus sitias en ingl~ Colony Fonning Units of Spleen) por su capacidad 

de aU\OlellOvaci6Il y por SU habilidad de originar a los linajes mieloide, eritroide y linfoide, 

es decir por su CiplCidad pluripotente de difenmciaci6n (Rilkind, RA. et al. 1988). Bajo 

condiciones ¡/f ,,¡/ro (en lID medio semi-s6lido de agar) se ha observado que cuando se 

culliv1n c6IuIas hcmatopoyéticas de m6du1a ósea purificadas con un estimulo apropiado 

como los ~ de ~miento (CSF's por sus siglas en ingl~ Colony Stimulating 

FIICIor) se forman diferentes tipos de colonias dependiendo del faclor involucrado (Testa, 

N.G. and T.M Dcxtcr, 1990). Los CSF's son moléculas ó proteinas que pertenecen al 

grupo de la citocinas. 
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1.2..ast'RUC'IlJRA DEL COMPARTIMIENTO lIEM,4.TOpOYÉTICO, 

En el illlerior de un hueso completamente formado, la médula existe como un tejido 

c:ooecIivo flojo altamente vasw\lriDdo y enriquecido celularmentc. Las células CMTH y 

CPU, se enooenlml en estJecba asociación con las células del estroma dentro del 

mR;roambienle hcmatopoyético y los procesos normales de la hematopoyésis como son: 

proIilClaciÓII, diferenciaáón. madUJaCión, viabilidad y muerte celular. son regulados en 

gnn putc por la inlCnlCti6n con los lKIorcs de crecimiento y también por las moltculas 

¡RSentes en 1, matriz cXlnlCelular como las colagcnas, protcoglicanos, fibronectinas. 

tenascinas,lamininas y 1, bcmoooo;ti ... (Metcalf, D. 1993; Long. M. 1992, K1cin, G. 1995). 

Las células bemalllpo)'6ticas pueden ser divididas en cuatro compartimentos 

celuIaIes depeftdiendo de la madUleZ: a) células pluripotencia!es primitivas; células 

mUllipolenciales; e) céIuJas JIIlIClIISOIlS comprometidas y d) células maduras, con 

fiInciones especializadas que disminuyen o pierden su capacidad de proliferar (ver figura 

1). 

El miClOllllmente bematopoyético está conformado por cuatro componentes 

importantes: las c6lu1as hematopoyélicas, un componente estroma! altamente organizado 

que mantiene l. proliferaei6n Y diferenciación de las c61u1as bemaopoyéticas; y una matriz 

eXlnICeIular que permite unir y pesentar factores de crecimiento a las células 

hematopoyéticas. El cstroma. permanece Y funciona como base sobre la cual los 

pro¡¡cnitorcs pueden prolifem y diferenciarse (Muller-Sieburg, 1995). Esta conformado 

por células como los fibroblastos, células endotelia!es, adipocitos y ostcoclastos. Todos 

estos tipos celulll'CS se encupn de sintetizar y secretar varias citocinas como los CSF's, 

interforones e inlcrleucinas al miClOllllbiente hematopoyético (Mayani, H. ct al. 1992; 

BecIc, W. 1991). 
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Actualmenle, la gran mayoría de los factores de crecimiento se han clonado y 

puri6(l8do, se trata de polipéplidos que en su forma origiual se encuentran glicosilados 

""-{I'eIIa N.G. and T.M. Dexter 1990). Se ha ob\\etVado que una misma citocina puede ser 

producida por distintas células y prácticamente todas las citocinas lienen valías funciones, 

dependiendo del tipo de la célula sobre la que actúan, la ~ción a la que actúan y la 

presencia de otras citncinas en el momento de su acción (Mayani, H. 1997). Las citocinas, 
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como los factores estimulantes de colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF. por sus 

siglas en inglés Gtanulocyte-Monocyle Colony Stimulating Fc!nning), gmwIocitos (G-CSF. 

por sus siglas en inglés Gtanulocyte Colony Stimulating FormiJIg). macró&gos (M-CSF. 

por sus siglas en ingl6s Monocyte Colony Stimulating FOIIIIiIIg). eri1ropoyelina (EPO. por 

sus siglas en ingl~s Eritropoietin). Interlucina-3 (II.-3. por sus siglas en ~ JnterleuItin-3) 

y el Factor Sleel (SCF por sus siglas en inglés Steel Cell Factor) actúan primonIiaImente 

como estimuladores de la hcmatopoyésis; por su parte. c:itooinas como el Factor de 

Crecimiento Tumotal-~ (TGF\}. por sus siglas en inglés Transfooning GroWlb Factor-P). el 

Factor de Necrosis Twno",l ... (TNFa. por sus siglas en ing16s Tumor Necrosis Factor ... ). 

el ¡nterferon ..... (IFGy por sus siglas en inglés Intcrfcron-y) y la proteiDa inhibidora de 
• 

mac,ófagos-« (MIPa po' sus siglas en inglés Mac'opbagc IDhibitor Protein-u). actúan 

fundamentalmente como iohbidores de la hcmatopoyésis (Mooo:. M. 1991). 

La gran mayorla de las citocinas actúan de maDClll poJácrina. es decir. en radios de 

acción cortos (genetalmente dentro del microambiente bemaIopoyético). Las citocinas se 

unen a las células CMIH y CPH de diversas formas. Por un lado. son secretadas por 

células del microambiente hcmalopoyético de mane'" soluble pua !a lOmadas por las 

célllla hematopoyéticas o blanco; al Jl'IICCCI. este es el mecanismo mis común (figuIlI2a). 

: 
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Por otra parte. al ser 

secretadas. pueden unirse a las 

moléculas de la matriz extracelular y 

ser presentadas de esta forma a su 

célula blanco; este mecanismo ha 

sido descrito para algunas citocinas 

como el GM-CSF e ll..-3 [figura 2b, 

(Gordon, 1987)]. Finalmente, una 

vez que son sintetizadas, las 

citocinas pueden no ser secretadas 

sino pennanecer asociadas a la 

membrana plasmática de la célula 

productora; en este caso, la 

presentación a la célula blanco se 

hará cuando exista un contacto 

Fip.. :1,.... _IOPO'''. .. .......... por la directo célula-célula; esto ocurre en 
....... de /al fthoIu -'lOpoliticu ... /al 
lHIkIIP okI .1cno.1liN1e -'lOpoyklco. T_ado el caso de los factores como el M· 

Lde_ ...... _.M •.• lffl. ___________ ..1 CSF y el factor Steel [figura 2c 

(FIanagan, J. 1990»). 

Recientemente, se han presentado evidencias que sugieren que las HSOHPC 

pueden experimentar mecanismos autócrinos, es decir, que ellas mismas producen los 

factores hematopoy~licos que ¡equieRn (Watari, K. et al. 1996). 

Todas las citocinas actúan sobre las células hematopoyélicas a través de la 

inle!accióo directa con receptores especlficos ubicados en la superficie celular (Ols50n, L. 

el al .. 1992). Dichos R:CeplOres son proteinas transmembranales con un dominio 

eXllacelular (que interacciona con la citocina o ligando), una porción que atraviesa la 

bicapa IipIdica(transmemlKanal) y un dominio citoplásmico (intracelular). 
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t.J.-SENESCENCIA CELULAR. 

La homeostasis en los tejido normales es mantenida por el balance entre el nacimiento de 

células nuevas y la muerte de las mismas, esto es, la sustitución de nuevas células por 

aquellas que alcanzan la senescencia celular. La senescencia celular se define como un 

número limitado de divisiones celulares a cuyo término se detiene la proliferación. Existen 

dos hipótesis sobre la senescencia celular, 1) el modelo del daño o catástrofe, propone una 

acumulación de daños o mutaciones en el ADN, ARN o proteínas que conduce a la pérdida 

de la ""pacidad proliferaliva; 2) la senescencia es un proceso genétícamente programado, 

El escape de la senescencía celular es un importante paso para la progresión neoplásica de 

los tumores (Barret, J.C. 1993). 

1.4.-PROCESOS DE MUERTE CELULAR. 

Existen dos procesos de muerte celular reconocidos por su naturaleza e importancia 

biológica: la Necrosis y la Apoptosis. La necrosis es un proceso pasivo que no requiere de 

un gasto de energla y produce una respuesta inflamatoria local (también se le denomina 

muerte celular accidental), mientras que la muerte celular programada o apoptosis, es un 

proceso activo e implica un gasto de energía, que no genera una respuesta inflamatoria 

local y algunas veces requiere de la síntesis de proteínas de novo (Earnshaw, A.C. 1995) 

(figura 3). 
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ACCIDENTAL O NECROSIS. 

La muerte celular por 

necrosis es una respuesta a 

cambios patológicos iniciados 

fuer. de la célula y por una gran 

variedad de factores que afectan 

la permeabilidad de la membrana 

citoplasmática. generando un 

edema celular y eventualmente la 

lósís osmótica de la célula. En este 

proceso la célula tiene un papel 

pasivo en la iniciación del proceso 

de muene. Algunos factores que 
l'ipra )'·La _ ...... r ...... de ... proe ...... is 
~ulel ,.ra , • ...,..,_ de,. _ui~ Tomado de la inducen son: los golpes físicos 
S_IIIi. A. ."'. '-__________________ -' muy drásticos, niveles de estrés 

elevados, intecciones viraJes fiticas, venenos, carencia de oxigeno e hipertemia (Cohen, U. 

1993; Bowen and Sandra 1990). 

Durante la necrosis, l. célula sufre algunos cambios estructurales en los complejos 

del "poro" y las bombas de iones Ca'" Mg" y Na', Asi, los iones que en condiciones 

normales son bombeados hacia el interior de la célula, ahora son bombeados hacia el 

exterior. Estos cambios ocurridos generalmente son drásticos e irreversibles, por lo cual, la 

célula no los puede regular y se incrementa el volumen celular hasta que la membrana celular 

se rompe en pequeilos fragmentos celulares. El contenido celular se libera al medio 

circundante o cxtracelular, causa dailos a las células vecinas y se genera una respuesta 

inllamatoria local, lo cual contribuye al dallo del tejido (Duke, R.e. 1997), 
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1.4.2.-MUERTE CELULAR PROGRAMADA O APOPTOSIS. 

La apoptosis o muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés, 

Programmed Cell Death) incluye cambios morfológicos y bioqulmicos como lo son la 

contracción de la célula, la fOlmación de burbujas o prolongaciones de la membrana 

citoplasmática, la condensación de la cromatina, la degradación del DNA y la formación de 

cuerpos apoptóticos, los cuales están rodeados por una membrana (Bowen, lD. and MB. 

Sandra 1990; Squier, M.K. T. 1994; Bortner, C.D. 1995; Tusha, P.G. 1996, Martins & 

Earnshaw, 1997) y son fagocitados por las células macrófagicas (1acobson, M.D. 1997). 

Este proceso ocurre a un tiempo especifico y por lo genera\ durante el desarrollo 

embrionario del organismo, aunque también ocurre con frecuencia a lo largo de la vida del 

organismo (Sama\i, A. 1996). 

En aIIos recientes, se ban establecido varios sistemas in vi/ro poua el estudio de la 

apoptosis donde se utilizan células carentes de núcleo, en donde se ha demostrado que 

puede dividirse en dos fuses denominadas: de sentencia y de ejecución (Earnshaw, w.e. 
1995). En la primera, la célula recibe una señal externa o interna y se compromete a morir, 

se contrae ligeramente, (lo cual está asociado con un decremento en el núcleo y 

condensación de la cromatina), la membrana citoplasmática pierde sus microvellocidades y 

disminuye el volumen celular (Montague, J. W. 1996). A esta fase se le conoce también 

como temprana o latente. En la fase de ejecución o activa, ocune la degradación nuclear y 

de los componentes citoplásmicos; estos cambios se llevan entre 15 minutos y 1 hora 

(Earnshaw. w.e. 1995; Lazebnik, YA 1995; Eamshaw, w.e. 1995). 

La apoptosis bajo condiciones fisiológicas nOlmales tiende a ser programada, 

mientras que en condiciones in vitro puede ser inducida en diferentes tipos celulares por 

agentes endógenos (generalmente, holmonas) o bien por tratamientos exógenos como 

irradiaciones-y (Cben, Y.R., Moyer, e.E and T. Tse-Hua), agentes qulmicos, virus y 

carencia de un factor de sobrevivencia específico (Tabla 1). 
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La apoptosis involUCla diferentes alteraciones moñológicas que además de 

involuc:m a la membrana \1elular, también relaciona cambios estructurales en el 

cilocsqueleto. los microlÚbulos y microtilamentos. Uno de los eventos tempranos de la 

apoptosisobscrvados en la membrana citoplasmática es la formación de prolongaciones de 

membnna("2.eiosis"). dando la apariencia de una célula hirviendo (formación de burbujas) 

(Cohen. U. 1993). 

La conttacción do la célula o pérdida de volumen se debe a las alteraciones del 

Jet/culo endopl6smico. éslo forma pequellas vesículas que migran y se fusionan con la 

mtmbt_ citoplasmática. libe_do su contenido en la región extra\1elular (Bowen. and 

SIIIdra. \990). La energía (adenosina lrifosfato o AlP) necesaria la proporciona la 

mitocondña que permane\1e estructuralmente intacta durante el proI1eso (Samali. A. 1996). 

El agua se mueve contra el gradiente osmótico y el volumen \1elular se reduce alrededor del 

30-S00,4. Los cambios en la cromatina están acompaJlados por dos cambios en la envoltura 
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nuclear 1) la redistribución los poros nucleares y 2) el desensamble de la lámina nuclear 

debido a su prol.ólisis (Ghibelli, L. 1995; Eamshaw, W.C. 1995). 

Se ha demostrado que durante la apoptosis ocurre la fragmentación del ADN en 

trozos de aproximadamente 180-200 paies de bases (pb), aunque también se ha observado 

que la apoptosis no siempre implica la fragmentación del AON. Se han descrito tres tipos 

diferentes de fragmentación del AON, los cuales pueden distinguirse claramente: 1) la 

fragmentación intemucleosomal del AON (180-200 pb); 2) la fragmentación de porciones 

más grandes que oscilan entre 50-300 kpb; Y 3) la separación de la doble cadena del AON 

en dos cadenas sencillas. Varios investigadores han propuesto que los fragmentos de 50-

300 kpb son los precursores de la fragmentos de 180-200 pb, sin embargo, se ha 

demostrado que los fragmentos largos de ADN 1\0 siempre son los precursores de la 

fragmentación intemucleosomal. La fragmentación del ADN en dos cadenas sencillas 

también se ba observado en la linea celular HL60 inducida a la apoptosis con campolecina 

(inhibe la topoisomerasa I e induce apoptosis), sin embargo, estas cadenas sencillas del 

AON tienen elevados niveles de organización por lo que 1\0 desempeilan una función 

importante activa durante la apoptosis aunque pueden activar otras señales que la induzcan 

(Bonncr, C.D. el al. 1995; Montague, 1.W. and l,A. Cidlowsld 1996). La presencia de 

diferentes tipos de fragmentaciones del ADN ha llevado a la hipótesis de que existen una o 

más enzimas involucradas en la apoptosis. Hasta la fecha, la fragmentación del ADN es un 

excelente marcador de la apoptosis y aún más si se correlaciona con los evenlOS 

morfológicos de la muene celular (Hale,l.A. 1996). 

Una pane crílica de la apoptosis es el reconocimiento especifico y la remoción de 

los cuerpos apoplóticos por células profesionales o macrófagos, aunque otros autores 

indican que las células epitcliB/,es tienen también dicha capacidad, por lo cual han sido 

nombradas células semi-profesionales. El reconocimiento por los macrófagos se hace por 

medio de los cambios que sufre la célula apoplÓtica en su membrana citoplasmática, como 

la alteración de los azúcares y Iípido, de la membrana, lo, cuales se uneo 

~ferencialmente a los macrófagos. En células de mamíferos el reconocimiento de las 
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células apoptóticas por los maelÓfagos puede ser mediado por los receptores de la 

vitronectina a"p, (CD36) Y la trombospodina (Hale, l.A. et al. 1996). Otro cambio 

importante en las células apotóticas es la pérdida de la asimetria fosfolipídíca; 

normalmente, la fosfatidilserina se localiza en la membrana interna, míentras que los 

fosfolípidos neutrales como la fosfatidilcolina y la esfingomielina se encuentran en la 

membrana externa. Se ha observado que durante la apoptosis la fosf.tidilserina se 

encuentra en la parte externa de la membrana y contribuye al reconocimiento por parte de 

los macrófagos para su fagocitosis (Samali, A. 1996; Hale, J .S. el al. 1996). 

U •• PARTICIPAClÓN DE PROTEASAS EN LA APOPTOSIS. 

La células llOIIIIIIes p!esentan en su citosol muchas proteínas inmaduras, las cuales 

se encuentran corno pro-eozimas, cuando existe Wla sei\al apoptótica el prodominio de 

dichas enzimas es liberado y se generan enzimas maduras, denominadas proteasas 

(Jaoobson, M.D. 1997). Se ha observado que los cambios morfológicos y estructwales 

durante la apoptosis gcncnIlrnente se deben a la activación de dichas enzimas, las cuales se 

encargan de fragmentar o degradar a los diferentes substratos u organelos celulares y 

activar a otras proteínas. Actualmente se han descrito dos tipos de proteasas involucradas 

en el proceso de la apoplosis: las proteasas serinas (Ser) y las proteasas cisteinas (Cis). 

Las proteasas serinas se p!esenlan en las células efeclOras citotóxicas, donde se 

incluyen a los linfocitos T cilOtóxicos (CTL; por sus siglas en inglés Cytotoxic T 

Lirnpltocyte), células naturales asesinas (NK; por sus siglas en inglés Natural Killer) y a las 

células asesinas activadas por linfocinas (LAK; por sus siglas en inglés Limphokine 

Al:tivating Killcr). La apoptosis de la célula blanco puede ocurrir por la unión de su 

receptor Fas (FasR) presente en la superficie al ligando Fas o por la liberación de los 

glinulos celulares efectores. Los gránulos celulares contienen perforinas (proteinas 

fonnadilras de poros) y granzirnas B, las cuales inducen la fragmentación del ADN. 
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Recientemente, se observó que las granzimas B son capaces de activar a las proteasas 

cisleinas(Ghibelli,L. 1995; TushaP.G. etal. 1996). 

Las proteasas cisleinas ahora también denominadas "Caspasas", están confonnadas 

por la familia de la enzima convertidora de interleucina-Ip (ICE, por sus siglas en inglés 

Enzyme Converting Interleulcin-IIl). En esta familia se incluye la propia ICE y otras 

proteasas similares a ICE conocidas como Ich-llNedd-2; Ich-2fIXIICE",U; ICE", IU; 

Mch2; prICElCPP321apopaina/Y AMA; Mch3/1CE-LAP3/CMH-l (An and Knox, 19%), 

ICElLAP6; Mch4/FLlCE; ICH3 y FLICEiMACH (Muzio, M. el. al. 1997). La 

sobreexpresión de cada una de estas proteasas inducen la apoplosis a diferentes tipos 

celulares (Slater, A.F.G. el al. 1995). 

Las prOleasas ICE lberon identificadas por vez primera en el citosol de monocilos y 

en líneas celulares semejanles a monocitos, tienen un aminoácido Cys'" como sitio activo, 

el cual se encuentra en la legión conservada QACRG (Tushar, P. G. et al 1996; An, S., and 

K.A. Knox 19%; Whyte, M. 1996), tienen mucha afinidad por las uniones especlticas entre 

la asparagina ó ácido aspártico (Asp)1l6 y la alanina (Ala)lI7 en la posición PI (Kondo, S. el 

al. 1996) y tienen la capacidad de fragmentar el precursor inactivo de la UAIl de 31 

kilodaltones (kDa), la prointerleucina-Ip (pro-IL-lll) en el sitio carboxilo de Asp para 

generar la citocina IL-Ip de 17.5 kDa biológicamente activa (long, Y.K., Miura, M. and 1. 

Yuan 1996; Kondo, S. etal. 1996). 

Las proteasas posiblemente se activan en cascada o por jerarquía (Kurnar, S and L. 

Harvey 1995; lacobson, MD. el al. 1997) como se ha observado en diferentes sistemas, por 

ejemplo: las granzimas B aclivan a las proteasas CPP32, quienes se encargan de activar a 

otras proleasas (Zhivotovsky, B., 1996), las cuales a su vez se encargan de fragmentar a su 

substrato PARP (ver más adelante. An, S. and KA Knox. 19%). 
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1.?-SUBSTRATOS DE LAS PROTEASAS. 

Como ya hemos mencionado, las proteasas ICE tienen alta afinidad a los substratos 

que tienen una secuencia peptidica que incluye un residuo Asp en la posición 1 y son 

activadas durante el proceso de la apoptosis. Dichas enzimas se encargan de degradar o 

fragmentar a los distintos substratos como son: la lámina nuclear. la polimerasa poly.(ADP­

ribosa) (pARP), el polipéptido VI RNP de 70 kDa, la topoisomerasa l. 11 Y la a-fodrina, la 

proteína cínasa dependiente de ADN (ADN·PK), las regiones unidas a la matriz (MAR) y la 

proteína nuclear Rel-B (Zhivotovsky, B. 1996). 

Cito esqueleto 

~ 
Clltpe.,~3 "+ Cdlpe: •• 7 

S1W3I' 

Ilpn ... ~ Alpau viu de activacióll de las eazilllU proteu., "t:ppasu" durante la apoptosis 
•• bllUlCOIo T._de de Divoto , B. S. ea- al 1996. 

l.6.-REGULACIÓN GENtTlCA EN LA APOPTOSIS. 

Estudios genéticos realizados en el nemátodo Caenorhabdilis ciegan, han 

identificad", se<:uencíado y clonado tres senes que ayudan a la progresión y/o supresión de 

la apoptosis: Ced-J, Ced-4 y Ced-9. Los genes Ced-3 y Ced-4 funcionan principalmente 

como activadores de la apoptosis, mientras que el gene Ced-9 tiene un papel protector de la 
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apoptosis, de esta forma, ced-9 regula la expresión y/o activación de Ced-3 y Ced-4 (Tusha, 

P.G. 1996·, Jacabson, MD. el al. 1997). Se han identificado dos proteínas homólogas a C. 

elegans en mamíferos, la proteína Ced-9 es homóloga a la proteína Be/-2 (23 % de 

identidad) y la proteína del gene Ced-3 es homóloga a la enzima de mamífero ICE (29 % 

de identidad), aunque aún no se ha identificado una proteína homóloga de Ced-4 en 

mam/feros (Wu, D.1997). 

La familia Be/-l, está formada por genes que inhiben la apoptosis como Be/-XL, 

MCL-l Y Bel-l, Y otros que la aeeleran como baJ<, Be/-x, y Bad (McDonnell, et al. 1996; 

lacobson, 1997; Mino, A.J. et al. 1997). Los primeros genes tienen la capacidad de inhibir 

la activación de las proteasas semejante. a ICE tal como sueede con el gene Ced-9 en C. 

elegans (Wu, D., Wallen, RD. and G. Nuñez. 1997). Todos lo miembros de esta familia 

conservan los dominios BHI y BID, los cuales lienen un papel importante en la supresión 

de la apoptosis (Slaler, A.F.G. el al. 1995). Los mecanismos moleculares por los cuales 

Bel-l inhibe la apoptosis son poco conocidos, sin embargo, se ha observado que Bel-2 

actúa \:limo un agente antioxidante (Richter, C. el al. 1996), \:IIntribuye a la sobrevivencia y 

disminución de la proliferación celular debido a la prolongación de la fase G, del ciclo 

celular (Borner, C. 1996) y el más descrilo es en gran parte por interacciones protelna­

prolelna donde la susceptibilidad a la apoptosis está delerminada por dimerizaciones entre 

dos miembros de la familia bel-l o entre un miembro de la familia be/-2 y Olra prolelna 

distinta (McDonnell, T.J. el al. 1996) \:limo por ejemplo: la proteína BAG-I (Takayama, S. 

el al. 1980) ó Bad (Yang, E. etal. 1997). Por lo tanto, al parecer la apoptosis se lleva a cabo 

o no por la compelencia en la formación de dimerizaciones dependiendo de que protelnas 

de la familia Del-2 interacluen con ellas mismas o con otras protelnas (Yang, E. et al. 

1997). 

Cuando el oncogene e-myc se encuentra sobreexpresado o mutado, una célula tiene 

dos vlas opcionales 1) muere por apoptosis, o 2) tiende a proliferar en forma descontrolada. 

Cuando sigue la vi. apoptótica se ha demostrado que e-myc actúa en la fase G, del ciclo 

celular a lrav6s de la activación de las proleasas semejantes a la ICE y puede ser bloqueada 
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por el gene Bel-2 y/o mediante la adición de citocinas especlficas, com" el factor de 

crecimiento semejante a la insulina (IGF) (Desbarats, L. et al. 1996; Jung, Y.K. et al. 

1996); sin emblll:go; existen muchos mecanismos desconocidos de apoplosis que ron 

independientes de la expresión de c-myc (Ruiz, RM.C. et al. 1995). Aunque, la decisión de , 
proliferar" m"rir vía apoptosis por la sobreexpresión de c-myc depende en gran parle de la 

presencia" ausencia de los factores de sobrevivencia exttacelulares (Desbarats, L. el al. 

1996). 

El gene PS3, el cual se ha observado es un supresor de tumor, tiene dos funciones 

muy importantes e independientes 1) detener la fase Gl del ciclo celular y 2) inducir la 

apoplosis. En la mitad de los tumores humanos la proteína P53 se encuentra mutada e 

inacliva jugando un papel muy importante en la tumorogénesis debido a que las células no 

mueren por apoptosis. La proteína P53 tiene como función reparar los dalIos ocurridos al 

ADN y aumentar la estabilidad geoómica (Yonish-Rouach, E. 1996). En este tiempo la 

célula puede reparar este daIIo al ADN, pero si el daIIo es irreparable, P 53 induce la 

apoptosis (Samali. A. 1996). 

Otro gene implicaoo en la apoplosis es c-fos, cuyo producto tiende a formar 

heterodimeros con los miembros de la familia Jon para regular la proliferación, la 

diferenciación o la apoplosis. Se ha encontrado que c-fos está involucrado en la progresión 

de la apoplosis, sin embargo, al parecer no juega un papel muy importante ni decisivo en 

dicho proceso (Oajate, e., etal. 1996). 

Como ya hemos mencionado, la apoptosis involucra la sobreexpresión de ciertos 

genes y la supresión de otros (Lin, X S., et al. 1995), encontrándose que dicha 

sobreexpresión se correlaciona a su vez con cambios en los porcentajes de la expresión de 

c-myc, p53 y bel-2 en diferentes tipos celulares. Se ha observado que en las células 

apoplÓticas eXisten altos niveles del ARNm de los genes c-myc y p53 Y de forma contraria, 

una baja expresión del ARNm para be/-2 (Handa, A. 1996; Handa, A., et al. 1997). 

También se ha observado que las células de colon e intestino delgado inducidas a la 

apoplOsis por el SFU robreexpresan la proteloa p53 posiblemente mutada; mientras que el 
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protooncogene bcl-2 protege a las células de la apoptosis inducida por la adición de la 

droga citotóxica S-fluorodeoxiuridina (Fisher, el al. 1993) Y se encontró también 

sobreexpresado el oncogene c-myc (Murakami, T. el al. 1995). 

Se ha observado que diferentes virus de mamífero tienen la capacidad de llevar 

consigo secuencias que oodifl\l8ll para proteínas semejantes a los genes ced-9Ibcl-2 e 

inhibir el proceso de apoptosis tales como: el gene del virus Epstein-Barr (BHRFI), el 

virus del fever swine Africano (ASFV) y el gene lMW5-HL o también conocido como 

A/79L y el marco de lectura abiena del gene del virus herpes (ORFJ6) (Hale, J.A. et al. 

1996). 

1.7.-PARTICIPACIÓN DE MOLÉCULAS MEMBRANALES EN EL PROCESO DE 

LA APOPTOSlS. 

Una célula tiende a sufrir el proceso de apoptosis por las señales del medio 

ambiente que la rodea. las cuales son transmitidas a las señales internas de la célula 

dependiendo del tipo celular, el estado de maduración y su desarrollo. Las condiciones 

microambientales poeden conducir a la apoptosis, como por ejemplo: la aparición o 

desaparición de hormonas. la presencia de ciertas citocinas o un cambio directo en las 

interacciones intercelulares. En particular un estimulo externo es sólo una parte de la 

información que afecta la decisión entre la autodestrucción y la sobrevivencia. tal estímulo 

puede no ser exclusivo de la apoptosis. De fonna similar las señales intercelulares de la 

apoptosis están a menudo involucradas en otros procesos como es la proliferación ó la 

diferenciación en otros contextos celulares. 

Actualmente se han caracterizado dos receptores de superficie celular pera citocinas 

involucrados en el proceso de la apoptosis: el antígeno FaslAPO-I (CD95) y el receptor 

pera el factor de necrosis tumoral tipo 1 (del inglés; Tumoral Necrosis Factor Receptor 1 o 

TNFRI). Se ha observado que cuando estos receptores se unen con su ligando natural por 

ejemplo: Apo-2 (pitti. R.M. 1996) o algún anticuerpo específico, se induce la apoptosis 
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(Chinnaiyan, A.M. et al. 1995). Estos receprores se caracterizan por tener regiones 

altamente conservadas en la región citoplasmática llamados "dominios de muerte" 

(Brunner, T. el al. 1995; Ju, S.T. et al. 1995). Estos dominios de muerte tienden a fortnar 

complejos con las moléculas acompailantes: F ADD (Chinnaiyan, A.M. et al. 1995). 

TRADD (lIsu, H. el al. 1995), RlP (Slanger, B.Z. el al. 1995). RAIDD (Duan, H. and V.M. 

Dixil 1997) Y FLICE (Muzio, M. 1997), las cuales desempeñan un papel muy importante 

durante la inducción de la apoptosis en la mayona de las células linfoides. 

1.8.1.-LAS DROGAS ANTICANCERÍGENAS COMO AGENTES INDUCTORES DE 

LA APOPTOSlS. 

Las drogas antieancengenas son un grupo de agentes qulmicos que dependiendo de 

diferentes factores como la concenll3ción, la susceptibilidad de la linea celular a la droga, 

el tiempo de cultivo. el ciclo celular y la fase en la que actúa preferentemente la droga, son 

capeces de inducir apoptosis (Murakami, T. el al. 1995; Hickman, J.A. 1992; Prihchard, 

O.M el al. 1997). 

La adición de drogas anti~genas induce a los cultivos celulares a la apoptosis. 

por la incorporación d. estas drogas. El 5-fluorouracilo (5FU) es un antimetabolito que 

involucra la participación de la enzima timidin. sintetasa (TS), cuando se une al ácido 

fólico en su fortna reducida inhibe la adición de nucleótidos timina a la cadena del ADN 

alterando la estabilización de la doble cadena del ADN (Prihcbard, O.M et al. 1997). 

Se ha demostrado que algunas líneas celulares tienen u na elevada resistencia a un 

agente tóxico ó a niveles cilotóxicos de varios agentes letales. Sin embargo, la moyorla de 

los a¡¡ente tóxicos son capaces de inducir la apoptosis; por· lo tanto, l. resistencia a los 

agentes citolóxicos es vista como una respuesta adaptativa a la apoprosis. Esta respuesta 

adaptativa al parecer es controlada a nivel ¡¡enético y tiene una gran similaridad con los 

mecanismos de resistencia a las drogas o termotolerancia. Uno de estos mecanismos. es a 

través de un incremento del g1utatión GSH que le confiere a las células resistencia a las 

drogas citotóxicas. Existen muchas células que son multiresistentes o resistentes a varios 
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tipos de drogas. lo cual se debe a la sobreexpresión del gene mdr, el cual codifica pIIJa la 

glncoproteína-P (P-spXSama1i, A. 1996). 

U.-ENFERMEDADES ASOCIADAS A DEFECfOS EN LA APOPTOSIS. 

Muchas enfermedades están asociadas a una desregulación de la apoptosis. 

obscIVándosc una inducción inapropiada o supresión de la misma. Un incremento en los 

porcentajes de la apoptosis contribuye a las enfermedades neurodegenerativas tales como la 

enfermedad de Pamnson, Alzheimer, Huntington y la esclerosis latClll1 amiotrófica. 

Tambíén juega Wl papel muy importanle en el síndrome de inmnnodeficiencia adquirida 

(SIDA), donde la apopIOsis es responsable de la eliminación de los linfocitos T. 

La supresión de la apoptosis puede conducir a una situación de enfermedad. En 

muchos cánceres, la alteración en la expresión de algunos gene. incrementa la longellidad 

de las células. En ellinfoma folicular, por ejemplo: la sobreexpresión del gene bcl·2 inhibe 

la apoptosis. En forma similar, en leucemias mieloido. crónicas, las células mieloides 

presentan la forma activada del gene c-abl nombrado bcr-abl, debido a una 1raslocación en 

el cromosoma 18 y por lo tanto son resistentes a morir por apoprosis. Las enfermedades 

auloinmncs son el resultado de la inhibición de la apoptosis, incrementándose la 

persistencia de las células autolIeactivas B y T. 
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l.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Por Wllado se ha obselVlldo que la apoptosis. es inducida por la gran mayorla de los 

agentes químicos, de los cuales ya se han descrito algunos mecanismos de acción; sin 

embargo, se desconoce si el 5FIJ induce también la muen. celular programada en 

dife_tes líneas celulares in vill'O. 

Por otro lado habría de ~guntan;e el por que, una célula que muere por la via 

celular programada implica un gllSto de energía, si esta muere finalmente. Entonces, 

pudiera ser que esta célula secrete alguna citocina para explicar el gasto energético. 

Algunos estudios han revelado que cienos tipos celulares cuando son inducidos a la 

apoptosis son ~ de fragmentar el precuoor de la interleucina-113 (JL..IB) y dar origen 

a la IL-11l madwa (HoqUiSI, K. el al. 1991; Miura, M. el al. 1995); Más recientemente se 

demostró que en pacientes que sufren del síndrome miclodisplásico en la médula ósea, 

presentan gnndes oanlidades de factores inhibidores de la proliferación como son elIFNy y 

TNFp. En lns mismos pacientes se observo pequellas cantidades de fact<>res activadores de 

la hemat<>poyesis como el GM-CSF (Sbetty, V. el al. 1996). 

Entonces el presente trabajo ayudaría 1) saber si la droga SFIJ induce muerte celular 

programada o apopt6tica; y 2) tratar de explicar, el por que las células inducidas a la 

apoptosis son capaces de sintetizar yfo secretar alguna citocina (s) que participan en la 

difercnciaci6n y proliferaci6n celular, que son de gran importancia para las funciones 

especializadas de los lipos celulares que constituyen al organismo y permitan la 

subsistencia del mismo, para tener un panorama mucho más amplio del o los mecanismos 

que sucede (n) en un organismo y contribuir a su entendimient<>o 
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l.-HIPÓTESIS. 

Es sabido que ciertas drogas anticancerígenas tienen la capacidad de inducir 

apoptosis, entre ellas se encuentra al S·Fluorouacilo (5FU), una droga ampliamente 

utilizada en padecimientos onoológicos. Por otro lado es conocido que la mayoría de las 

células hematopoyélicas indiferenciadas son activadas a la proliferación o diferenciación a 

través de citocinas, mediante un proceso regulado por interacciones celulares o sus 

productos. Por otra parte, como un mecanismo de renovación las células maduras 

hematopoyélicas entran en senescencia y mueren por apoptosis, siendo reemplazadas para 

mantener la bomcostasis por nuevas células. Suponemos en consecuencia que si se usa SFU 

como una sustancia inductora de apoptosis se deberá activar la sustitución de las células 

muertas para mantener la homeostasis. Por otro lado se esperaría que las células que entran 

en apoptosis envlen una se/iaI para su sustitución mediante la secreción de citocinas. 

Dichas citocinas entonces promoverían la proliferación y diferenciación de células que 

sustituyan a las muertas. 
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4.-0BJETIVOS GENERALES. 

Determinar si el S-f1uorouracilo (SFU) es capaz de ioducir apopto.i. en la. IInca. 

""Iulares P388, L929 Y JIL6O. 

Determinar si las linea. celulares P388, L919 Y JIL60 producen, liberaD o sintetizaD 

alguna(s) citoei •• (s) al ser tratadas con la droga. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar la dosis letal media (LB .. ) de 5FU para cada linea celular. 

Determinar si el5FU induce cambios morfológicos en las lineas celulares 

Determinar li e1SFU es capaz de inducir la fragmentación del ADN. 

Observar .i los medios coudicionados de l •• IiDeas celula ... con 5FU tienen alguna 

aetividad biológica en la proliferación de células de médula ó.ea. 

Establecer la preseacia de M-CSF en lo. medios condicionados de las células tratada. 

conSFU. 
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S.-MATERIALES Y MÉTODOS. 

a).-Material Biol6gico. 

Se utilizaron tres lineas celulares establecidas: HL60, una linea leucémica humana 

en suspensión promielocítica y dos lineas de ratón, la linea P388 macrofágica y la 

fibroblástica L929. Las lineas celulares P388 y L929 se mantuvieron en medio de cultivo 

RPMI-l640 (Sigma, USA) Y la HL60 en medio modificado Dulbbeco's Iscove's (MMDI) 

(Gibco, BRL USA) ambos suplementados con suero fetal de bovino inactivado a 56"C por 

30 mm. (SFB) [HyClone] al 10 % v/v, humedad saturante y 5% de CO,. 

Para los ensayos de actividad biológica en la foonación de colonias en agar y en 

medio en liquido se utili2aron ralones hembras de la cepa CD-I de 2 meses de edad. Todos 

los ensayos se realizaron por separado e independientes por triplicado, se les calculó la 

media y desviación estándar por ensayo. 

b) .. Determinaeión de la Do.b-reopuesta • Diferentes Concentraciones de 5FU. 

Tiempos de Cultivo e laducción de Apopto.i •. 

Las líneas celulares en fase exponencial se cosecharon y se sembllifon en placas de 

24 pozos (Nunclon, USA) a una densidad de 5 x lO' células/pozo en medio RPMI o Iscove, 

SFB al 10 % Y en presencia o ausencia de SFU (Sigma Chemycal Co. USA); las 

concentraciones que se utili2aron fueron, 10, 60, 120, 200 Y 400 nanogramoslml (nglml). 

La relación de células vivas o muertas se evaluó a las 48 horas por la técnica de exclusión 

de azul tripano con la ayuda cte una cámara de Neubauer (Boeckel Co, Germany) en un 

microscopio óptico usando el objetivo de 10 X (American Optical, USA). 

Para la inducción de la apoptosis se sembllifon 5 x 10' células/caja petri de 4.5 

centlmetros (cm) de diámetro (Pyrex, USA) con y sin SFU (60 ng/ml). 
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e).-Enl.aci6a de la ApoptOlis Mediante TiDci6n con Giemsa y Yoduro de Propidio. 

Para eval ..... si nucsllaS líneas celulares sufrian apoptosio en presencia del SFU, se 

evaluó la condeftSaCión del ADN con yoduro de propidio. el cual se incorpom (intercala) 

especlficamente a la doble cadena del ADN, o bien por linción simple con giemsa, un 

colorante básico que es muy afin al ADN. Brevemente, las células se adhirieron sobre un 

portaobjeto contenido en cajas petri, en medio de cultivo suplementado con SFB al \O % 

toda la noche. Posteriormente, se les hizo un cambio de medio sin 5FU o con 5FU (60 

nglmI). Las evaluaciones se realizaron en intervalos de 24 horas. Cumplido el tiempo de 

cultivo necesario. los portaobjetos se lavaron dos veces con una solución amortiguadora de 

fosfatos (PBS) 1 X Y se fijaron al portaobjetos con g1utaraldehido al 1.1% por 10 minutos y 

se lavaron nuevamente dos veces con PBS I X. Posteriontlente, se penneabilizaron con 

metanol o acetona úfa por 10-15 minutos (aproximadamente -20') y se lavaron dos veces 

con PBS 1 X. Las células adheridas y permeabilizadas se tifteron con giemsa o en su caso 

con yoduro de propidio (1 mglml) por 15 Y 2 minutos respectivamente; se lavaron con rBS 

o agua destilada en agitación continua por 5·10 minutos y se evaluaron en el microscopio 

de ftuoresceooia con luz visible ó luz ultravioleta en el objetivo seco fuerte de 100 X 

(Olympus B071, 1apan). 

d).·Evaluaclón C..nlitaliv. de 1, Apoplosis Mediante la IIIeorporaci6n de Timidina 

Tritiad •• 

Otra técnica que se empleó pera la evaluación de la apoptosis fue por medio de la 

incorporación de timidina marcada con el radioisotopo tritio. El ADN de las células en 

apoptosis es deg¡adado en pequeftos fragmentos, los cuales pasan a través de los filtros de 

papel cosechador y la ~ioactividad medida corresponde al ADN intacto (Matzinger, P. 

1991). Para la linea en suspención, las células en rase exponencial se sembraron a una 

densidad de I X 1()6 células en medie MMDI suplementado con 10 % de SFB en una caja 

petri de 1 mi, bajo condiciones de esterilidad y se marcaron con 3 ,,1 de timidina tritiada 

('H)T (S"Ci) toda la noche (12 horas). Posteriormente. se lavaron y centrifugaron dos 

veces a 330 g con 2 mi de medio RPMI ó PBS; el bolÓn celular se resuspendió en 200 ,,1 de 
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medio y se pasó a dos tuhos cónicos 100 Id en cada uno. A UD tubo, con células mareadas 

se le agregó 4ml de medio RPMI más SFB al 10% (control) y al otro tubo se le agregó 

medio RPMI, SFB al 10 % Y 60 nglml de SFU. Se sembraron en placas de 96 poros 50,000 

células/pozo en a1icuotas de 200 1'1. En condiciones no estériles, las células fueron , 
cosechadas a los tiempos determinados con una cosechadora (BRANDEL. USA), O. 24, 48 

Y 72 horas. Al tiempo O (control) se cosecharon 5 pozos y posterionoenle cada 24 horas . 

Las membranas se dejaron secar por 1 hora al aire libre y cada membrana se puso en un 

vial con Smlllquido de centelleo (Ready Safe, Liquid Scintilation Cocktail) y se leyeron en 

el lector de centelleo (Beckman LS 6500. USA) en cuentas por minuto (<:pm). Para las 

células adherentes se siguió un procedimiento similar: las células en fase exponencial se 

sembraron a una densidad de 20,000 células/pozo 12 horas para que se adherienm y 

posteriormente se marcaron con ['H]T. 

Las cuentas por minuto son sustituidas en la formula según Malzinger (1991) : 

% de ci(otóxicidad - epm TO_ (00 tratadas con 5f1D. cpm fxnrrinrnt" fintad" con 5FlJ) x 100 

cpm Totales (oontrol sin SFU) 

e),.Eliminlción del5FU y Concentración de los Medios Condicionados. 

El 5FU en los medios condicionados obtenidos de nuestras líneas celulares 

interfería en los ensayos de actividad biológica, impidiendo la proliferación de las células 

bcmatopoyéticas e induciendo toxicidad, por lo que fue eliminado de los medios 

condicionados obtenidos. Los medios condicionados obtenidos de las lineas en 

condiciones normales de cultivo o en presencia de 5FU. se concentraron (30-50 veces) 

utilizando un SpeedVac (Automatic EnviromentaI. AES200, Savant) y posteriormente se 

dialiuron en membranas de corte de aproximadamente 35-5 kDa (Spectrum cellulose 

Esler, Sigma USA) por 12 horas, a 4·C en PBS diluido en agua destilada (relación 1:4) con 

cambios continuos cada 24' horas pora la eliminación del 5FU y sales. Cada medio 

condicionado se utilizó para la formación de colonias y la evaluación de la proliferación en 

~u1tivos de médula ósea en liquido. 
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f).-Eval •• clóll de l. Prolifer,cIDn por l. Técnica Colorimetriea del MIT. 

Esta t6cnica consiste en medir la actividad de la mitocondria a través de la 

reducción del MIT a fonnazan. de esta fonoa la densidad óptica (D.O.) es directamente 

proporoional a la proliferación celular. En una placa de 96 pozos se sembraron I x lOs 

células/pozo de médula ósea en MMDI al 20% de SFB y se cultivaron en presencia de los 

diferentes medios condicionados (10%) previamente dializados y se evaluó a las 72 horas. 

La placa se centrifugó por 10 minutos a 267 g eliminando el sobrenadante y se lavó con 

PBS, cuidando de 110 perder las células y a cada pozo se le adicionó 30 !JI (2mglml) de 

MTf (3{4.S~melhiazol-2-yl)-2.S-dipbenyl tetrazolium bromide) diluido en PBS I X Y se 

mantuvo en cultivo por 3-4 horas. Después, l. placa se centrifugó a 267 g por 10 minutos y 

se lavó con PBS ·IX. Finalmente a cada uno de los pozos se les agregó 50 !JI de alcohol 

isopropllico (lWIdieo) por 5 minutos en agitación y la placa se evaluó a 570 nanometros 

(nm)con un fondo de 630 nm en el lector de ELlSA (ELx800. Bio-Tek). 

c).-Oble.ei61l de Méd.1a ÓSA. 

Se sacrificaron ratones Cl).l por dislocación cervical, post.ríoment. se extrajeron 

loo fémureo, en una caja Pctri con medio RPMI (Sigma, USA). A los fémures se le 

peñoraron ambas cplfisis y con la ayuda de una jeringa de 1 mi se hizo f1uír medio RPMI 

de un exttemo a otro para la ex~ión de todas las células de la médula ósea, colocándose 

la suspensión en tubos cónicos para posteriormente ser centrifugados y lavados con RPMI a 

330 g por 5 minutos. Para la obtención de células precursoras o totipotenciales, se utilizó 

un gradiente de densidad de 1.077 (Ficol Hystopaque-Sigma), colocándose l mi de éste y 

en seguida 2 mi de RPMI conteniendo las células previamente lavadas, se centrifugaron a 

330 g dUl8llte 15-20 minutos. La cantidad de células obtenidas se determinó por conteo 

celular con la ayuda de una cámara de Neubauer (Boeckel Co. Germany) en el microscopio 

de luz visible. 
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h).-Formacíón de Colonias de MMllla ÓIea por Bicapa e. Apr. 

En placas de 24 pozos (Costar, USA) Sé sembraron IxlOs células precllfSO/lISIpoZO. 

La prim.mcapa estuvo constituida por 20 'Yo de suero de caballo (S.C. de GIBCO), 20 % de 

agar al 6 %, 20 % de RPMI 2 X. 20 % de RPMI 1 X Y 20 % de los medios condicionados 

obtenidos bajo las dif.renleS condiciones de cultivo en un volumen total de 1 mI. La 

segunda capa estuvo constituida por 20 'Yo de S.c.. 20 % de RPMI. 20 % de agar 3 X, 20 % 

de RPMI 1 X con 1 x lOS eélulaslpozo a lID volumen total de O.S mllpozo. Como control 

positivo se utilizó el factor estimulante de granulocitos-lI\OIIOCitus recombinante de ralÓn 

(rmGM..cSF) o medios condicionado de polmón, a una concentración de S nglpozo (10 1'1 

diluido 1:1000) o 20 % respectivamente. Se evaluaron las colonias por conteo en el 

microscopio invertido en el objetivo de 10 X Y se contó como colonia todos aquellos 

grupos que tuvieran un número mayor de 20 células. 

¡).-obtención de Medio Condicionado de Pulmón. 

l.<ls ratones CD-I Sé inyectaron en la vena caudal con I mI de lipopolisacárido 

(LPS). Después de cuatro homs se obtuvieron los pulmones, los cuales se cultivaron por 

tres dias en 7 mI de medio RPMI-I640 suplementado con SFB al 10 % en tubos de vidrio. 

Los medios obtenidos se esterilizaron por filtración con membranas de 0.22 micms y se les 

evaluó actividad biológica por la capacidad de formar colonias y ensayos de proliferación 

en medio liquido. 

j).-Deteeeión del M-CSF cn los Medios COJldicionados Obtellidol de los Cultivos en 

Presencia o A.scncia de SFU Mediante Ensayos de ELlSA (EDzyme-LiDked 

ImmunoahsorhcJlt AsIa,,). 

Las iomunopla<:as (Coster, USA) se estabilizaron con 100 IIVpoZO de medio 

condicionado O bien con 50, 25 o 12 nglml de la citocina recomhinante mUlÍna M-CSF, 

diluida en amortigusdor de cubonatos pH 9.5; se incubó por 2 horas a 31°C y 

posteriormente toda la nochea4 ·C. La placa se lavó 4 veces con PBS-TWEEN (0.1 %) Y 
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se bloqueó oon 100 ""pozo de PBS-albumina al 0.25 % - TWEEN al 0.1 % durante 30. 

minutos a tcmpcmtura ambientc. Posterionnente, se volvió a lavar la placa 4 veces con 

PBS-TWEEN (0.1 .~) Y se les adicionó 100 "Vpozo del primer anticuerpo monoclonal de 

ratón anti-M-CSF (Genzyme, USA) diluído en PBS-albúmina (0.25 '!:') a una dilución de 

1:200 y se incubó durante 3 boras a 37 ·C. La placa se lavó con PBS-TWEEN (0.\ %l Y se 

le adicionó 100 .. lIpozo del conjugado (anticuerpo secundario acoplado a la enzima 

peroxidasa) diluido con PBS-albúmina a una dilución 1:3000 2 horas a 37 ·C, se lavó 4 

veces oon PBS-TWEEN (0.1 %) Y se le adicionó a cada pozo 100 .. 1 del sustrato de la 

enzima 10 .. 1 de HIOt I (OPD, orto-phenilediamina) (6 mg dc sustrato en 12 mI de 

UIIOI1iguador de eittatos pR S.O), se mantuvo durante 10 minutos en la obscuridad y se 

leyó a 490 nm en ellcctor de ELISA (BIOTEC ELx800, USA). 
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6.-Resultados. 

Viabilidad de lis lineas Celulares EIpuesta. a Direrentes Coaeeatracioaes y Tiempos 

de Cultivo con SFU. 

En condiciones in vitro. la viabilidad o muerte celular, vla apoptosis depende del 

tipo Y el estimulo de muerte, por lo que la mayorfa de las drogas anticancerigenas tienen la 

capacidad de inducir apoptosis a concentraciones particulues para cada droga Y tipo 

celular. Generalmente, a concentraciones bajas de la droga, una célula puede reparar los 

daIIos, ya que su maquinaria celular no es severamente afectada y a concentraciones más 

elevadas, los daIIos son tan drásticos que la célula muere por occrosls. Con la fmalidad de 

evaluar el efecto del SFU sobre la viabilidad en cada una de las lineas celulares L929, P388 

Y HL6O, se emplearon diferentes eoncentraciones: 10,60, 120,200 Y 400 nglmI de la droga. 

Los ensayos de viabilidad se evaluaron a las 48 horas por medio de la técnica de exclusión 

de azul tripano. 

Los resultados obtenidos indican que las líneas celulares L929, P388 Y HL60 

cultivadas en plCSCDCia de 5FU disminuyen su viabilidad rápidamente conforme 

aumentamos la concentración de la droga. A concentraciones entre lO y 120 nglml la 

viabilidad disminuye ligeramente en HL60 y L929 a 88 % Y 79 % respectivamente, 

mientras que la línea P388 presentó sólo el 52 %. Si aumentamos la concentración a 200 y 

400 nglmlla viabilidad disminuye aún más; ya que observamos en HL60 un 47 % Y 22 % 

en P388, en tanto la I1ncaL929 permaneció en 61 % (figura 1). 
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Debido a que la apoptosis se induce de una manera sutil, y los porcentajes de muerte 

celular más altos se observaron a 200 y 400 ng/mI d. 5FU, se decidió utilizar entonces una 

eoncenlraci6n de 60 nglml de 5FU en ensayos posteriores, ya que la muerte celular inducida 

a esta eo~ación son menores. 
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Para detenninar el tiempo en el cual se alcanza la dosi. letal media (LD,,) en 

presencia de 5FU, las líneas celulares L929, P388 Y HL60 se cultivaron en presencia O 

ausencia de 60 ng/ml de SFU y se evaluó nuevamente la viabilidad por el método de 

exclusión de azul tripano ahora en interva/osde 12 horas. Bajo estas condiciones, se detectó 

una gran diferencia en la susceptibilidad de las líneas L929, P388 Y HL60 a la droga; la línea 

P388 presentó su LD", a las 48 horas, HL60 a las 64 horas, mientras que la linea celular 

L929 presentó SU LD", a las 67 horas. Las líneas cultivadas en ausencia de SFU a las 24 y 48 

horas presentaron porcentajes de viabilidad mayores del 90 % hasta las 72 horas (controles). 

Por otro lado, IIIS lineas cullivadllS con 5FU, presentaron una disminución en los porcentajes 

de viabilidad desde IIlS 12 horas de cultivo principalmente en P388 (85 %), mientras que 

L929 decae hasta IIlS 24 horas en un 86 % Y HL60 decae hasta las 60 horas al 76 % Y 

finalmente, a IIlS 72 horas sólo sobreviven el 46 %, 34 % Y 22 % de IIlS poblaciones de L929, 

P38& Y HL60 respectivamente (figura 2). 
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Evaluación de la Morfologl. Apoptótica en las Lineas Celulares Tratadas COn SFU por 

el Método de Tinción en Giemsa y Yoduro de Propidio. 

Para demostrar que las células cultivadas en medio RPMf. SFB al \O % Y 5FU 

mueren por apoptosis, se evaluó la morfología apoptótica de cada una de las lineas 

celulares usando la técnica de tinción con giemsa y con yoduro de propidio a las 48 h. 

Durante el proceso de la apoptosis son observados diferentes cambios en la 

morfología de la célula como es la pérdida del volumen celular, condensación del ADN y 

formación de cuerpos apoptóticos, los cuales pueden observarse bajo el microscopio 

óptico. Los resultados obtenidos, mostraron que las lineas celulares en ausencia de 5FU 

presentaron las cuacteríslÍcas oonnales de una célula como por ejemplo: una membrana 

inlacta, un núcleo bien definido e intae\o y el citoplasma estable (figuras 3A,C,E,G,I,K), 

mienllas que en ~ia de SFU las lineas presentaron una disminución en su volumen 

celular y condensación del ADN, as! como también se detectó la presencia de cuerpos 

apoplÓticos (figuras 3B,D,F,H),L). 

34 



a D)-lÍMac.>hl.dlLA nlilinlla •• , ........ .. 
•• _ .... "".Ira-nioate'rep_ioaelellri .... iateiii4u .... p ... u,.. ..... 
,npitio &w'" Jo. Ay C: <ébib .. lllliYMu .ó" ea _oH. RPMIy S.F.B. l'''; B y D: 
eéllllu • .Jtiniu ea ....... RPMI, S.F.B. l'" y5m ..... Ay B: <éllllu teülas ... 
Gie_ C y D: céllllu 1eiiiiu .... ,....... de propitio 'aje el"jetivo .. 1 .. X. 



..... re' •• 
tfOttull .. _.., ..... IIt-nu. .. ,"" ___ ea ci .. .,iIl ......... cíe ...... 
,.. ..... e • ..,Wio .. Iu ... Jo. E" G: téMu .1IllhMu.iJ. e .. _& RPMI" S.F.B. 
I'~; F" H: .él •• lIlIInao .a _&o lU'MI, S.F.B. IO~" SFU ..... E" F: •• 1 • 
........... Gie_a; G 'IH: tél ... tiIu .... )'Ñ ...... ....,iüt ... j6 e'''jetin .. 
111 X. 

'. , 



t I 

.. 

Ficuu) (la L) -LiMa celalu Lt8 nJtipQeft ,reteacLt 4t.: 5fU M~ft,. ...... riI r .... le IIIRftra lMiiantlt 
,npuv ___ cü.pia ..... ua pe ... _ ""1lnI. '"f- 11. Iu 4I .. I! K:'(ü" naltinlu t.l. ea ae¡¡" 
lPMIy S.F.O •• 1"; JyL: «ihdu "a.ltira4u ea _.- RI'Ml, S.F.D .• ' .... ,5fU .... lyJ:c¿Jtdu .ülur." 
GMlIYa: K '! L: c:ébd .. teüiu nll,.u. _ Pl'Ifiltil; ~a¡. d o\jetM le '" X. 

.J 



Con la finalidad de conocer los porcentajes de células inducidas a la apoptosis, se 

realizó conteo celular a 24, 48 Y 72 horas en presencia de SFU Los resultados mostraron 

que a 24 horas se induce la apoptosis rápidamente en las líneas P38S y HL60 a 43 % Y 3S % 

respectivamente, mientras que la linea L929 sólo presentó un 30 %. de apoptúsis. Sill 

ernbargo~ a las 48 horas se alcanzaron los porcentajes máximos en las tres lineas, así L 929, 

P388 Y HL60 presentaron un SO 0/1), 7S % y 67 % respectivamente. Finahnenle a las 72 

horas, los poroentajesde <:éIulas apoptóticas disminuyeron a 23 % en L929, 35 % en P38& y 

19 % en HL6O. Por lo tanto existe una respuesta diferencial en las tres líneas y P388 resultó 

ser más sensible al 5FU (figura 4). 
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Determinación de la Fragmentación del ADN Mediante" lacof'JlOración de Timidina 

Tritiada (I'UIT). 

La fragmentación del ADN puede observarse directamente en geles de .gatosa ó 

indirectamente mediante la incorporación de timidina tridada <fH]T) al AUN. 

Con la finalidad de confirmar que las células mueren por apoptosis y el ADN es 

fragmentado, dicho evento se evaluó a las O, 24, 4& Y 72 horas. Los resullados obtenidos 

indican que las líneas cultivadas en medio RPMI, S.F.B. y marcadas con (f'H[T) (control 

negativo) presentaron bajos porcentajes de fragmentación del ADN en las tres lineas. 

Mientras que las líneas cultivadas en medio RPMI, S.F.B., 5FU y (['HIT) aumentó con 

respecto al control negativo, asi a las 24 horas la linea HL60 presentó sólo un 15 %, L929 

un 35 % y P388 un 46 % de fragmentación de ADN. A las 48 horas los porcentajes 

aumentaron fuertemente en la línea HL60 a 56 %, mientras qne en L929 y P388 sólo se 

presentó un ligero aumento de los porcentajes a 39 % Y 56 % respectivamente. Finalmente, 

a las 72 horas la fragmentación del ADN alcanzó su nivel máximo en las líneas L929 y P388 

a 48 % Y 68 % respectivamente y la línea HL60 disminuyó al 47 % (figura 5). 
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Figura S-Evaluación de la fragmen.ación del ADN a través de la iDC6rporación de dmidina trititlda 
eUIT ea p¡ueotia de SAJ. H: células ea medio RPMlsuplementado coa JO Y. de SFB y r'HJT; (24~ 
48 Y 72 horas): Jineu celulares cultivadas a los difenates tiempos Con sru l [lHIT. 
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lSliaainaÓÓII .... SFU d ..... Medios Condicionados Obtenidos d. las Líneas por Medio 

de M_bra ••• de Diáli.is. 

Después de dializar los medios condicionados de las células cultivadas en presencia 

de 5FU, se evaluaron estos medios (sin 5FU) y sin dializar (con 5FU) sobre la linea 

macrolagica P388 a las 48 horas por l. técnica calorimétrica del MTT. En presencia de los 

medios condicionados de L929 y HL60 sin dializar, se observó ulla viabilidad de 

aproximadamente 5 % Y en presencia de los medios condicionados previamente dializados, 

éstos presentaron una. viabilídad del 85-95 %, si tomamos corno referencia las células que se 

cultivaron en medio RPMI Y 10 % de SFB (control negativo), mientras que sólo el medio 

condicionado de pulmbn al 20 %, medio RPMI, S.F.B. se observó proliferación celular 

(control positivo). Por lo tanto, nuestros medios condicionados dializados se les eliminó 

COITe<:IameIlte el5FU (Figura 6). 
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filura 6.-Evakladón de l. lia.e. Pl88 ca pre!e8cia. de los medios condicionados conccntradOli 
prev1l1M!11:te dia.i7-1.doI (la) ,. sin dializar (1) evaluado a .as4S hOfas Iwr MTT. (-): negaüYo, células 
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,. 28 % de ntedio condicionado de pulmón. 
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Ev.lu.<ión ~e la Sobrevívencia y Proliferación sobre Célul •• Precursoras de Médul. 

Ós.a en Medio Líquido de los Medios Conditionados Obtenido. d. lo. Cultivos con 

SFU. 

El SFU induce la apoptosis en las tres lineas celulares como se demostró 

anterionnenle. Para detenninar sí los medios condicionados obtenidos de las células 

cultivadas en RPMI, S.F.B. y SFU presentan una actividad proliferativa, éstos se evaluaron 

sobre células hematopoyéticas obtenidas de la médula ósea de ratón por MfT a las 48 horas. 

Los medios condicionados obtenidos de las líneas HL60 en presencia de 5FU no ejercieron 

IÚngún efecto proliferativo, sin embargo, los inedios condicionados de las lineas P3&& y 

L929 obtenidos de los cultivos con 5FU a las 48 y 72 horas, promueven la proliferación de 

las células hematopoyéticas de ratón (figura 1). 

0.35 

0.3 

0.25 

Ii 0.2 o 
r¡¡ 
Q 0.15 . 

" 0.1 f- f- f-: 

0.00 
, 

o 

'" 11 P"8 

Medio& condtc~. 

- . 

- -
- -

.~ 

;!; 11 
HU. 

-
'-

09 

0.8 

0.7 

0.6 

0,5 

o., 
0.3 

0,. 

o" 
o 

~pra '-Médula ótea .OCaJ en pretencia de 101 medios tooditienados de tu Ifaeas eeJlllaru 
eoacentrado. JO..5O veces y dializlldos cvaluKiÓII coo MIT. (-) negatiVO! med,\4) 1Jcow. tapltmeJltado 
CGft lO % de tuero de caballo (S.C.); (+) poIifivo: medio bcove JUpleme.,tado ~oa 20 % de s.c. más 20 
~ de medio cOIldkioaado de ptdmOO, M.N: medios coodkion.dOJ concentrados obteuidOl a las 72 
lor .. de cada .... delu Hatas ulullra sin .5FU; 24: medios eondiclollados obleaidot a las :u horu 
deJptIés del tratlllliellto coa SFU al 10 % ("Iv); 48: Inediof COIldic:ÍORados obtenidos a las 48 horas 1110 
% v~; 7%: aediot QIldiciolladoJ obfeIlid05 a las 71. horo al 10 % vlv. 

41 



Indue<Íón a la Fonoadúo de Colonias d. Médula Ósea en Agar por los Medio. 

Conditioaados de la. Células en Presencia de 5FU. 

Para detenninar ahora que la citocina o grupo de citocinas, presentes en los medios 

condicionados con el 5FU, pertenecía al un grupo de citocinas hematopoyéticas, se evaluó 

su capacidad para formar colonias sobre células hematopoyéticas de la médula ósea en agar. 

Los resullados obtenidos confirman que ninguno de los medios condicionados 

obtenidos de la línea HL60 cultivadas en presencia o ausencia de 5FU tienen la capacidad de 

tbrmar colonias, pero ahora los medios condicionados tanto de P388 como de L929 

cullivadas sólo con medio RPMI y S.F.S. tienen la capacidad formar colonias, 

principa1mente del linl\ie mooociIo-granulocito, aún más interesante fue que los medios 

condicionados obtenidos de P388 y L929 cultivadas en medio RPMI, S.F.B. y SFU forman e 

incrementan el número de colonias del mismo linaje, lo cual sugiere la presencia de una 

citocina Mmalopoyética en los medios condicionados (figura 8). 
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Identü",,,,,ióIl del M-CSF en los Medios Condicionado. 0hIm ..... de les c.Itins ... 

SFU por el Método de ELISA. 

Con la finalidad de saber sí la formación de colonias de lDOIIOCÍt~os se 

debía a la presencia del M-CSF, por que L929 y P388 la sinIeIizIn en furma constitutiva. 

Entoncea "" realizaron ..... yos de ELISA utilizando anticuerpos lIIOIIOeIooWes CObIJa M­

CSF. Los resultados obtenidos indicaron que en los medios ooodiciooIIdos de ambas líneas 

se detectó la pmeocia del M-CSF en pequeñas cantidades (tlIdroI), mientras que en los 

medios condicionados obtenidos de lIUestras líneas con SFU, la sintesis dellltctor pennaneoe 

constante a las 24 y 48 horas en ambas Ilneas celulares (figura 9), lo cual indica que el 5FU 

no afecta la sintesis del fiwlor M-CSF. 
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7.-DISCUSIÓN DE RESULTADOS. 

Ea el .. _ ~ se dclcnnillÓ que \les lineas celularcs de diferente linajes 

pqDdca ser ¡""u«: idas a la opoptosis ~ cierlas condici<>oes de cultivo en preseneía de 

SFU. CIIIIa _ ele estas lIMas pesent6 un claro c:omportamiento diferente ante el mismo 

"'lfmulo y'" ...... lo que pone en claro las diferencias existentes entre cada una de 

las lIMas oeIuIIns. 

Pw UD ladD se deIermin6, que s6\o los medios condicionados de la linea 

fihrob!6stica y ~ presentaron una clara activación de células de médula ósea en 

condicianes "Nmr ... Y tambi&t en estos medios se deteet61a presencia del M.cSF. Por 

olIO lado. 9Oi¡aesi- se detennillÓ que los medios condicionados de ~ lineas pero 

UoIa cultiWodas COIl SFU incmnentaron la actividad proliferativa y difelCll<)iadora. En los 

medios l)I!IMtic;imedo de la linea fibroblistica dichas actividades fueron más evidentes. 

Hay que cIesUar qIIe s6Io algunas lll\e1S presentaron dicba actividad, ya que en HL-6O no 

se obsenó niI\IIUIlIIlICIividld e prolifemci6n ni de diferenciación. 

I>uraMe el ~ hcmatopoyético que tiene lugar en la médula ósea, las células 

primitivas heoIatopo)6tica 9011 estimuladas por factores estimulantes a proliferación o 

dileRnciaci6n -.Jo interact6an con 'lIS respectivos receptores de membrana. Algunas 

gtocÍhlS que '*- esta "JIIOCidld son los factores como el GM.cSF. G.cSF. SCF, IL-3. 

lL6, prineipelmente, por \o tanto. puede ser una de estas cilocinas que se encuentren en los 

medios condic:ionlldos de las lIMas celulares inducidas a la apoptosis. 

A1gunos ~os, demuestran el efeclo de algunas drogas anticancerigenas en 

dlslintos tipos celularcs. que tiene como vi. final la muerte programada apoptótica, la cual. 

depende de muchos factores tanto externos como propios de cada linea celular, entre los 

más comunes estin: la concenttaci6n, el tipo de droga, lipo celular, que se encuentren 

genes antilpOP\6lillOs activados. en que fase del ciclo celular actúe la droga y el tiempo de 

cultivo (Eamsllaw. 199.5. Lin, X.S. el al, 1995; Tswusawa, 1997; Murakami. T. el al. 

199.5), En el ¡nscIItc trabajo. se determinaron sólo la concentración y el tiempo de cultivo. 



los c:uaIes _ de los ~ lIÉ importantes para inducir la muerte celular 

P'W .......... ¡PI¡OCa. NosoIros. uUIiamos _ wllOCIItnción de 60 "",,1 para las tJes 

lIaeu celulares. ya que por Wl ... se consideró que ha mayores concentraciones 

pudiecemos iDdutir muerte ~ 00II10 ya se ha demostrado por Sllter. A. y . 
coIIIJondIns (I99S). IW otro ... se consideró que a mayor tiempo de cultivo pero a 

• COIIC"IMAIlÍIlIIeS se incaancota los ponlUtajes de télulas apopI6ticas tal como lo 

cIemostr6 MUAbmi, T. 'J~ (1995); Y Kondo. S. y colaboradoo:s (1996). 

Se obscn6, que cuIti ..... "S holas nuestras lineas celulares con 60 I18fml de SFU 

se a'-ma los aiwIes m6ximos de apoptosis, los cuales. disminuyeron a las n horas. Se 

ha ot.n.do, que lis c6hdas apopI6ticas al no ser figocita<las por células profesionales 

_ lo :1011 los ~ o c6hdas deDdrlticas como se ha demosuado RCientemenle. 

SlIfien muerte DOCI6tica secundaria. Entonces. pudiera ser que en nueslros cultivos se haya 

mcaeu-'o los ~ de e61uas necróticas. lo cual puede explicar los nivc:les bajos 

de c6IuIas lpOpl6Iicu 1 lis 12 horas en los ensayos <le fiagmentación de ADN. En 

res-. los ~ de o6IuIas apopIóticas obtenidos a las 24 y 48 horas conespondcn 

a muerte ...,........ ~ mientras a las 72 horas representarla principalmente 

télulas mlleltlS porllOClllSis secundaria. 

Una <:éIuIa mieloide o linfbide nonnal esta sujeta a morir por apoplosis si se activa 

con la -JOda de los tipos de drops, ¡ricticamente en cualquier fase del eiclo celular es 

dcc:ir en 00, 01, S o 02 (LiD, X.S. el al. 1995). Sin embarSO, en lineas celulares 

genmImenIe no se ob$enIa este patrón, ya que algunas lineas celulares son más 

susceptibles a sullir muerte pro¡¡ramada .apoplótica en la fase S el eiclo celular, ya que 

al¡unu drogas afectan la estrucIura Y la estabilidad del ADN en condiciones apropiadas 

<Hickman. l.A. 1992). Por ejemplo: la linea HUiO es más susceptible a sullir una muerte 

apopl6tica CUIIIdo entra en la tase dicha fase en presencia de drogas (Del Bino. 1994; 

Murabmi. et al. 1995). Aunque, se ha encontrado que otros tipos celulares son más 

susceptibles ala m\lCrle proj!lUl8da apopIótica al entrar en la fase G 1 del ciclo celular. 
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Poco se sabe, acerca de que el 5FU tenga la capacidad de inducir muerte celular 

apoptótica sobre líneas celulares, aunque se ha observado sobre macrófagos de cavidad 

peritoneal que puede inducir muerte celular programada en la fase S y altera 

principalmente la replicación del ADN Y el ARN (Prithchard. D.M 199.5; El A1aoui, 1997), 

Por lo tanto, es posible que el SFU activa la vi. apoplótica en la fase S del ciclo celular en 

las tres líneas celulares. 

Como ya se monciooó, en ningún medio condicionado de HL60 se detectó 

prolif.racón O d~rel\l)iación sobre células hem.topoy~ticas de médula ósea. Previos 

trabajos ya hablan demostrado que los medios condicionados de HL60 concentrados 100-

250 veces no presentaban ninguna actividad formadora de colonias. Por lo tanto, al 

observar.;e que algunas líneas presentan un efecto proliferador y otras líneas DO lo hacen 

nos sugiere que 1) puede deberse al estado de maduración indiferenciado o promielocitico 

de la línea HL60, ya que se bademostrado que muy pocas células precursoras poseen la 

capacidad de sintetizar citocínas, mientras que L929 y P388 poseen un estado de 

maduración más avanzado que la línea HL60; y 2) que las citocinas sintetizadas por la línea 

HL60 no entrecrucen con las de ratón, es decir que sean especie-especificas, ya que HL60 

es una línea derivada de leucemia humana y se evaluó sobre células hematopoyéticas de 

ratón aunque, ensayos realizados con los medios condicionados en presencia o ausencia de 

5FU sobre fibroblastos nonnal •• de médula ósea de humano no se observó ningún efecto 

proliferador o hemalopoyético (datos no mostrados); mientras que L929 y P388 ambas son 

de ratón y entrecruzan perfectamente. 

Trabajos previos desarrollados en el laboratorio demostraron que los medios 

condicionados de las lineas L929 y P388 son capaces de formar colonias de monocitos-
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Algunos de trabajos recientes, en donde se pone de manifiesto l. presencia de 

citocinas en células inducidas a la apoptosis son: el de Shetty y colaboradores (1996), 

quienes demuestran en biopsias de médula ósea de pacientes con síndrome mielodisplásico 

(SMD), un número muy elevado de células bernatapoyé/ieas que se mueren por ,muene 

programada apoplótíca, por que existe un incremento en los niveles de las proteínas TNFa y 

TGFIl, también observaron una disminución en la proteína GM-CSF. Las citocinas como el 

TNFa y TGFIl en ciertas condiciones de cultivo pueden inducir este tipo de muerte celular 

Esto noS lleva a suponer 1) las células son inducidas a moñr por apopto.i. debido a la 

presencia de TNfu y TGFIl; 2) las células apoplóticas secreten o sinteticen el GM-CSF, 

para tratar de restaurar el equilibño celular. Sin embargo, debido a que se trata de un 

padecimiento, la concentración del TNF Y TGF siempre estarán por encima del G-CSF y el 

individuo nunca alcanzara la borneostasis. 

Se ha demostrado, en ciertos tipos celulares como por ejemplo, en los timocitos, 

cuando se inhibe la síntesis de proteínas, trae como consecuencia la activación de la vía 

apoptótica, y en otros tipos celulares, existen proteínas que se sintetizan d. novo, las cuales 

son requeridas para acelerar la muerte celular. En resumen, pudieran existir vías "altemas"7 

las cuales pudiera activar la síntesis de una citocina de novo, para tratar de que mantener un 

equilibrio interno; aunque es necesario realizar ensayos posteriores para determinar ssi existe 

síntesis de AR.N mensajero para diferentes citocinas. utilizando técnicas moleculares como 

son : Nonhem blo!, RT-PCR e hibñdación in si/u. 

De los datos obtenidos en este trabajo, se propone el siguiente mecanismo de 

regulación hematopoyética: Las células maduras al entrar al proceso de muen. celular por 

la vía apoptót;ca, tienen la capacidad de secretar citocinas al microambiente hem.topoyético. 

Dichas citocinas ruando se unen a sus receptores (los cuales están presentes en las células 

hematopoyéticas), desencadenan los eventos de fosforilación propios de la transducción de 

seIiaIes, se activan genes reguladores de la proliferación y se inicia la fase de síntesis de 
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ADN. Através de este proceso las células indiferenciadas proliferan y maduran hacia un 

linaje determinado restableciendo 1. homeostasis del organismo. 

citocinas 

-•••• . -. ---.. 
activación 

apoptosis 
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8.-CONCLUSIONES. 

* El SFU N una droga antlcanc:erigena que induce muerte celular programada 

por apoptosis, a una eonc:entracl6n y tiempo de cultivo especifICO para cada linea 

celular. 

* En I.s <élullS apopt6tlcas el SFU no afecta la slntesis de M-CSF. 

* La muerte ceIo/ar programada por la vía apoptótlca de cada una de nUNtras 

line.s celular .. iaduce la lecrecióD de ellociD" con actividad hematopoyética. 
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APÉNDICEl 

Medio RPMI-l640. 

El medio se utilizó para mantener en condiciones fisiológicas estables a las líneas 

celulares P388 y L929. El siguiente listado proporciona los componentes del medio. 

Aminoicidos mgll 

L-Arginina (libre de base) 200.00 

L-Asparagina (Anhidra) 50.00 

L-Aspártíco 20.00 

L-Cistina 2 Hel 65.20 

L-Ácido Glutámico 20.00 

L- Glutamina 300.00 

Glicina 10.00 

L-Hislidina (libre de base) 15.00 

L-Hidroxiprolina 20.00 

L-Isoleucina 50.00 

L-Leuclna 50.00 

L-Lisina Hel 40.0 

L-Metionina 15.00 

L-Fenilalanina 15.00 

L-Prolina 20.00 

L-Serina 30.00 

L-Treonina 20.00 

L-Triptófano 05.00 

L-Trirosina 2Na 28.83 

L-Valina 20.00 
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Vitaminas 

Bintina 

o.Panlotenato 

Ácido Fólico 

Cloruro de Colina 

Mio·Inositnl 

Niacicnamida 

PABA 

Piridoxina HCI 

Riboflavína 

TiamíoaHCI 

VitaminaBI2 

S.I .. Inorg'nicl. 

Nitrato de Calcio 4Hp 

aoruro de Potasio 

Clorurn de Sodio 

Sulfato de Magnesio 

Foslilto de Sodio dibásico (anhidro) 

Otros Compuestos 

D-Glucosa 

Glutatión reducido 

Rojo Fenol, Na 

HEPES 

00.20 

00.25 

03.00 

01.00 

35.00 

01.00 

01.00 

01.00 

00.20 

01.00 

00.005 

mgll 

100.00 

400.00 

6000.00 

48.84 

80.00 

mgll 

2000.00 

01.00 

05.00 

5958.00 



....... -. 

Fonna de prepor3ISC : en 950 mI de agua pentadestilada se diluyen 10.39 g de RPMI 

-164() (Sigma, USA), se adicionan 2.0 g de bicarbonato de sodio, además los antibióticos 

penicilina GlOO IIIml y estreptomicina lOO !1g!ml. Posteriormente se afora a un volumen de 

1000 mI, agitándose hasta disolver sin sobre agitar. El medio se ajusta a un pH de 7.2 - 7.4, 

Y se esterilizó con un filtro de membrana de 0.22 11m en presencia de COl> finalmente el 

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

APÉNDICE:! 

Solución Amortiguador. de Fosfatos. 

Esta solución se usó para mantener a las células en condiciones fisiológicas estables 

durante periodos cortos d. tiempo. La capacidad amortiguadora es proporcionadas por las 

sales de fosfatos. Los componentes qulmicos se diluyen en un volumen final de 1000 mI de 

agua pentadestilada. 

Componentes g 

Cloruro de Magnesio 0.1 

Cloruro de Calcio 0.1 

Cloruro de Sodio 8.0 

Clorw:o de Potasio 0.2 

Fosfato ácido de Sodio 2.16 

Fosfato diácido de Potasio 0.2 

En la mayoria de ocasiones se prescindió de calcio y magnesio, estas sales no son 

indispensables para la finalidad en este trabajo. Las restantes sales se diluyen en 800 mI de 

agua bidestilada por agitación. posterionnente se afora a un volumen final· de 1000 mI y 

esta solución se ajusta a un pH de 7.2 - 7.4. la solución amortiguadora se esterilizó 
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utilizando filtros de membrana (milipore, USA) con un poro de 0.22 ¡un, finalmente la 

solución se almacena a una ICmperatura de 4'C hasta el momento de uso. 

APÉNDICE 3 

Solución Amortiguadora de Carbonalos. 

Esta solución se utiliza para estabilizar las irununoplacas en el ensayo de ELISA, y 

se prepara de la siguiente manera: 

Componentes 

Carbonato de Sodio 

BiClllbonato de Sodio 

g 

4.24 

5.04 

Todos los componentes se disuelven en 1000 mi de agua bidestilada, ajustándose a 

un pH de 9.5. Se almacena a 4·C basta su uso. 

APÉNDICE 4 

Solu.ióo Amortiguadora de Otratos, 

Esta solución se utiliza para disolver el sustrato de la enzima peroxidasa (OPD, 

orto.phenylediamina) en el ensayo de ELISA, y se prepara de la siguiente manera: 

ComponeRles 

Ácido Citrico 

Fosfato Moooácido de Sodio 

g 

21.01 

28.40 
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Se preparan soluciones stock de ácido cítrico y fosfato monoácido de sodio en 1000 

mI de agua bidestilada cada una por separado. Se toman 48.5 mI de la solucíón d. ácido 

cítrico y se agregan a St.O I mI de la solución de fosfato monoácido de sodio. Se ajusta el 

. pH de 5.6 y se almacena a 4°C hasta su uso. 

APÉNDICES 

DasactivacióD del Suero. 

Se tomo una botella de Suero Fetal de Bovino (Hyclone. USA) y se colocó en bailo 

de agua a tempellltura ambiente para ser descongelado. posterionnente se pasó a un bailo 

maria a 57·C duranle 30 mino Posteriormente es trasvasado en alícuotas de 100 mI para su 

m.joroso. 
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