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RESUMEN

La hematopoyesis es un proceso complejo por el cual todos los linajes
celulares que componen la sangre son generados a partir de células tréncales
hematopoyéticas, las cuales se localizan dentro de la médula Osea, donde
proliferen y se diferencian hacia células precursoras, tanto de estirpe mieloide
como linfoide. La proliferacion y diferenciacion de las células progenitores--sé lleva
acabo dentro del microambiente hematopoyetico, el cual esta constituido por
diversas moléculas de adhesion y citocinas, siendo estas ultimas las principales
responsables de diferenciacion hacia el linaje mieloide o linfoide. Posteriormente
las células diferenciadas son liberadas a la circulacién sanguinea, hacia 6rganos
periféricos para posteriores procesos de maduracion y/o llevar acabd su funcion

biologica.

Dentro de las terapéuticas actualmente empleadas para el tratamiento de
enfermedades que requieren activacion de la hematopoyesis, se encuentran; el
uso de factores de crecimiento hematopoyetico, como el G-CSF, GM-CSF y EPO;
el uso de biomdleculas, con capacidad de modular la hematopoyesis, como el
acido trans-retinoico (ATRA). En modelos murinos actualmente se prueba con
moléculas pro-inflamatorias para inducir la granulopoyesis y linfopoyesis B

extramedular, pero inhiben la linfopoyesis T.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado in vivo, que el CasNa, un agente
proinflamatorio, moviliza granulocitos y macrofagos, induce incremento en la
concentracion en suero y exudado peritoneal de M-CSF, G-CSF y GM-CSF,
ademas de permitir la sobrevivencia de ratones inoculados con dosis letales de
bacterias. Sin embargo no se ha analizado si el CasNa, como molécula

proinflamatoria, modula la linfopoyesis in vivo.

En nuestros ensayos in vivo demostramos que el CasNa induce inflamacion
aguda sin llegar a desencadenar inflamacion crénica, es un potente

guimioatrayente, incrementa la respuesta de los fagocitos en cavidad peritoneal,



induce la linfopoyesis B en bazo asi como la linfopoyesis T, dato contrario a lo
observado con otros agentes pro-inflamatorios. Ademés de inducir la secrecién de

IL-2 e IL-7 citocinas fundamentales en la linfopoyesis.



ABSTRACT

The hematopoiesis is a complex process by which all the cell lineages that
make up the blood are generated from hematopoietic stem cells, which are located
within the bone marrow, where they proliferate and differentiate into precursor
cells, for myeloid and lymphoid lineage. Proliferation and differentiation of
progenitor cells, they takes place within the hematopoietic microenvironment,
which consists of various adhesion molecules and cytokines, these latter being
primarily responsible for differentiation toward the myeloid or lymphoid lineage.
Later differentiated cells are released into the bloodstream, to peripheral organs for

further maturation and / or carry over their biological function.

Among the currently used therapeutic for the treatment of hematological
diseases include: the use of hematopoietic growth factors such as G-CSF, GM-
CSF and EPO, the use of biomolecules capable of modulating hematopoiesis,
such as trans-retinoic acid (ATRA). In murine models currently tested with pro-
inflammatory molecules to induce granulopoiesis and extramedullary

lymphopoiesis B but inhibit the lymphopoiesis T.

Our working group has been shown in vivo, that the CasNa, a
proinflammatory agent, mobilizes granulocytes and macrophages, induces
increased concentration in serum and peritoneal exudate of M-CSF, G-CSF and
GM-CSF, and allows survival of mice challenged with lethal doses of bacteria. But
still not has been analyzed whether these effects are associated with inflammatory

properties of CasNa on lymphopoiesis in vivo.

Our experiment showed that the CasNa, induced acute inflammation without
reaching trigger chronic inflammation. That is a potent chemoattractant, increases
response of phagocytes in the peritoneal cavity, induces B lymphopoiesis in spleen

and T lymphopoiesis, data opposites to ther observed with another pro-



inflammatory agents. In addition to inducing secretion of IL-2 and IL-7
fundamentals citokynes for the lymphopoiesis.



INTRODUCCION

LA SANGRE.

La sangre es un tejido, formado por una parte sélida y otra liquida, esta
tltima llamada plasma. El plasma esté constituido por un 90% de agua, en el se
hallan disueltas importantes sales minerales, como el cloruro sédico (NacCl), el
cloruro potasico (KCI) y sales de calcio. Gracias a ellas pueden disolverse las
proteinas en el plasma, para ser transportadas por la sangre, tanto la
concentracion de las sales como la acidez de los liquidos del cuerpo se mantienen
dentro de limites estrechos de modo de no romper el equilibrio que existe entre el
liquido que bafia los tejidos y el intracelular. La parte sdlida esta compuesta por
células o fragmentos celulares circulantes entre los que encontramos a los
globulos rojos (GR) 0 eritrocitos, plaquetas (PIt) y los glébulos blancos (GB) 6
leucocitos (cuierrez 2006) (Figura 1) Los GR son los encargados de cumplir con la vital
funcidn de transporte de oxigeno y de bioxido de carbono del cuerpo, a través de
la hemoglobina, proteina que conforma mas del 95% de contenido citoplasmatico
(Telen y Kaufman 1999; Kendall 2001). Las plagquetas se forman de la fragmentacion de los
megacariocitos; cumplen un rol muy importante en la homeostasis, en la trombosis
y en la coagulacion de la sangre, éstas se adhieren a los vasos sanguineos
dafados a través de una serie de pasos que involucran cambios morfologicos,
tales como la extension de pseuddpodos, agregacion y la secrecion de granulos

para formar el denominado tapon plaquetario (stenberg 1999; Kaushansky 1999)-



Glébulos roios Plaauetas

Figura 1. A) El eritrocito (6 globulos rojos) es un disco bicéncavo de mas o menos 7 a 7.5 pym de diametro y de 80
a 100 fL de volumen. B) Los trombocitos o plaquetas derivan de la framentacion del citoplasma de los megacariocitos, de
unos 3 pm de diametro, irregulares, sin ndcleo ni otros organulos- Tomados de www.lookfordiagnosis.com vy

http://laphysis.blogspot.mx.

Entre los leucocitos encontramos:

Leucocitos polimorfonucleares 6 granulocitos: denominados asi por los
granulos que presentan en su citoplasma. Existen tres tipos de granulocitos
(Figura 2).

A) Neutrofilos, los cuales pertenecen al sistema inmune innato, son los
primeros en actuar en caso de una infeccion o dafo tisular. Estos se adhieren y
avanzan sobre la superficie luminar de las células endoteliales, se mueven a
través del tejido hacia el sitio del dafio, cuando se encuentran en el sitio de lesion
llevan se adhieren al agente etiol6gico mediante receptores, la membrana del
fagocito rodea por completo al complejo de receptor y su ligando antigénico, la
membrana se une en sus extremos y es libera al interior de la célula un fagosoma.
Una vez en el citoplasma el fagosoma se une a los lisosomas, formando el
fogolisosoma, en donde se lleva acabo digestion del agente etioldgico por la

accion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas hidroliticas (skubitz 1999)-

B) Eosindfilos; son de suma importancia en la defensa contra infecciones de
parasitos, participando como fagocitos y células citotoxicas en presencia de
complejos antigeno-anticuerpos (Ag-Ac) y componentes del complemento (shi 2004).


http://es.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_(unidad)
http://es.wikipedia.org/wiki/Org%C3%A1nulo

C) Basofilos; circulan brevemente por el torrente sanguineo antes de migrar
dentro de las barreras de los tejidos, donde juegan un papel importante en las
reacciones de hipersensibilidad inmediata, sus prominentes granulos contienen un
arsenal de mediadores de inflamacion aguda, que incluyen histamina, serotonina,
leucotrienos, activador del plasminogeno, entre otros (arock 2002). EStos tres tipos de
células tienen una vida relativamente corta y existe un incremento considerable de

éstas durante respuestas inmunes inespecificas.

Neﬁtrofilo Eosinofilo o Basofilo

Figura 2: A) Neutrofilos: Miden de 12 a 18 ym, se tifien con colorantes neutros se caracterizan por presentar un
nudcleo con cromatina compacta segmentada en 2 a 5 lébulos conectados por delgados puentes. B) El eosindéfilo maduro es
redondeado, con un diametro entre 12 a 17 um y un nlcleo generalmente bilobulado, se tifien con colorantes acidos
(eosina) que les da un color rojo-carmin C) Basofilos; son células de unas 10 uym de didametro y su nlcleo tiene una forma
que recuerda a una S, se tifien con colorantes basicos, poseen granulos de heparina e histamina. Tomado de

www.hematologyatlas.com

Macrofagos: son la forma madura de los monolitos (Figura 3), estan
distribuidos ampliamente en todo el cuerpo, juegan una parte critica en la
inmunidad innata. Los macrofagos son por excelencia considerados como
fagocitos profesionales. En la respuesta inmune adaptativa los macrofagos actian
como células presentadoras de Antigeno, promueven la viabilidad, proliferacion y

la secrecion de citocinas y anticuerpos en linfocitos T y B, respectivamente (randolph

et al 2008, Seta et al 2007)-
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Monocito ‘Macréfago

Figura 3. A) Monocito: es el leucocito de mayor tamafio, que varia entre 7 y 15 ym, Presenta un nicleo
arrifionado (forma de rifién), que se tifie de color violeta-azulado, el citoplasma es abundante y de color gris
azulado pudiendo estar acompafiado de vacuolas blanquecinas. B) Macréfago: se derivan del monocito abandona
la sangre y penetra en los tejidos La transicion de monocito a macréfago se caracteriza por crecimiento celular
progresivo. El nacleo se vuelve redondo, aparecen nucléolos y el citoplasma se aprecia de color azul. Tomado de

www.hematologyatlas.com

Linfocitos: Son las células encargadas de la respuesta inmune especifica y
adaptativa, existen de dos tipos, linfocitos B (LB) y linfocitos T (LT) (Figura 4). Los
linfocitos B son los responsables de la inmunidad humoral mediante la sintesis y
secrecion de anticuerpos. Se desarrollan en la medula 6sea y salen a la
circulacion como LB virgenes, éstos al ser activados por los LT se diferencian en
células plasmaticas secretoras de anticuerpos y LB de memoria. Los LB de
memoria presentan en su superficie receptores altamente especificos, los cuales
ayudan al reconocimiento de antigenos especificos, por lo tanto cada LB de
memoria puede reconocer a un antigeno diferente y conjuntamente los receptores
de todos los linfocitos reconocen una amplia diversidad de antigenos. Los
linfocitos T se clasifican en LT citotoxicos, pertenecientes a la inmunidad celular,
eliminan a células infectadas por patdgenos intracelulares; Linfocitos T
cooperadores, que al ser activados liberan diversas citocinas que se encargan de
activar a diversas células del sistema inmune, macréfagos, polimorfonucleares,
entre otras. Esta expresion de citocinas puede ser de dos tipos: Reaccion tipo Thl,
donde se liberan Interleucina 2 (IL-2), interferon gamma (IFN-y) y factor de
necrosis tumoral beta (TNF-B por sus siglas en ingles Tumor necrosis factor) las
cuales regulan la respuesta celular; o reaccion tipo Th2 donde liberan IL-4, IL-5,

IL-6 e IL-10 responsables de regular la respuesta humoral, tanto de LB como de

LT. (Eden et al 2002,Cools et al 2007)-
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Figura 4. La mayoria de los linfocitos circulantes son linfocitos pequefios miden de 6-8 ym de
diametro. Existen linfocitos grandes que miden de 10 a 15 ym. Ambos presentan un nucleo esférico que se tifie
de violeta-azul y en su citoplasma frecuentemente se observa como un anillo periférico de color azul. Poseen un
borde delgado de citoplasma que contienen algunas mitocondrias, ribosomas libres y un pequefio aparato de
Golgi. Existen dos tipos Linfocitos T (A) y Linfocitos B (B), estas células son indistinguibles en frotis de sangre.

Tomado de www.hematologyatlas.com

Células NK (del ingles natural killer): las células NK (Figura 5A) fueron
originalmente descritas de acuerdo a su capacidad para matar ciertas células
tumorales de origen hematopoyético en ausencia de una estimulacion previa. Son
de los principales componentes de la inmunidad innata, lisan selectivamente
células infectadas por virus, pero no a células no infectadas. Estan implicadas en
varias actividades in vivo, como actividad contra células tumorales, resistencia a
infecciones virales y en la regulacion de la hematopoyesis. Las NK producen una
serie de citocinas como Interferon gamma (INF-y), factor estimulador de colonias
de granulocitos y macrofagos (GM-CSF; Granulocyte Macrophage Colony-

Stimulating Factor), Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), IL-3 € IL-8 (Hallett 2004,

Zamai et al 2007)

Células T asesinas naturales (NKT): Es una subpoblacién particular, que
expresan en la superficie el receptor antigénico (TCR) asociado con la molécula
del complejo CD3 (cluster of differentiation) presentes en los linfocitos T, ademas
de expresar el fenotipo caracteristico de células NK (Figura 5B). Las células NKT
reconocen antigenos de naturaleza glicolipidica en una presentacién restringida

por la molécula CD1d. Con base a esta estructura constante se les ha dado el
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nombre de “células T invariantes restringidas por CD1d” o simplemente “células

NKT invariantes” (iNKT) (roman 2006)

La funcién biologica de las células NKT es paraddjica, porque pueden
producir una amplia cantidad de citocinas tipo Thl y/o Th2, con lo que pueden
promover la inmunidad mediada por células en algunas ocasiones mientras que en
otras pueden suprimir esta misma. Una explicacién de este comportamiento es la
existencia de distintos subtipos funcionales de NKT. Los cuales pueden dividirse
en CD4" y CD4". En humanos células NKT CD4" puede producir tanto citocinas
Th1l como Th2 (sobre todo INF-y, TNF, IL-4, IL-10, IL-13), mientras que las NKT
CD4 principalmente citocinas Thl (INF- y y TNF). Estas células han recibido una
considerable atencion en afos recientes dado que pueden modular la funcién de

los linfocitos T y las células presentadoras de Antigeno (coquet et al 2008, Haj et al 2007)-

A B

) - ;/“'
A 14

Células NK

Q' \
) : Células NKT
‘?‘

Figura 5. A) Células NK: Morfol6gicamente son practicamente indistinguibles a los linfocitos grandes excepto por

los granulos que contienen: perforinas , granzimas, factor de necrosis tumoral tipo b (TNF- b) y proteoglucanos (condroitin
sulfato A). B) Linfocitos NKT. Comparten algunas caracteristicas de los NK y parte de las células T. Tomado de

www.hematologyatlas.com

Células dendriticas (DC's): estan presentes en tejidos linfoides y no
linfoides como piel, pulmones y mucosa intestinal. Las DC’s tienen llamativas

prolongaciones retorcidas o dendritas, que se extienden desde su cuerpo (Figura
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6). Son moviles, excelentes presentadoras de antigenos y proporcionan eficientes
sefales co-estimuladoras a células By T ( ardavin 2001). Las DC’s pueden dividirse
por su morfologia y su funcionalidad en dos subtipos: A) DC’s mieloides (mDC’s),
dentro de las cuales encontramos a las células de Langerhans (LCs) y a las
células intersticiales (intDCs); B) células plasmacitoides dendriticas (pDC’S) (kim et al

2007)

Los primeros reportes de las pDC’s se remontan a 1958, cuando Lennery
Remmele reportaron un tipo de células similares a las células plasmaticas, pero
deficientes en los marcadores de células tipo B. Las pDC’s se producen en la
medula O6sea y circulan por la sangre y migran a tejidos linfoides: timo, noédulos
linfaticos (LN), amigdalas, mucosa asociada a tejidos linfoides, placas de Peyer y
bazo (fitzgeraid-Bocarsly et al 2008, zhang et al 2005 Las pDC’s en humanos tienen el
inmunofenotipo CD4*CD45RA’IL-3Ra(CD123)*ILT3*ILT1'CD11cLin. En ratones
las pDC’s expresan los antigenos de superficie B220, Ly6C y CD11c, en baja
proporcion en comparacion con las DC’s. Tienen una baja afinidad del receptor
Fcy identificado en todos los estudios de células secretoras de INF,
correspondiendo a FcyRlla (CD32) el cual modula la produccién de INF tipo 1
(INF-a e INF-B) (colonna et ai 2004 También expresan subtipos de receptores tipo Toll
(TLRs) como son el TLR7 y TLR9, los cuales le permiten detectar la presencia de
DNA y RNA virales y Ag tumorales. Recientemente se ha analizado los TLR en la

inmunologia del cancer y en la posibilidad de emplearlos en el tratamiento contra

este (Asselin-Paturel et al 2005).
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Figura 6. Células dendriticas: poseen morfologia ramificada, cuando ain son inmaduras se asientan en la piel, las
membranas mucosas, los pulmones y el bazo, alli engullen a los microorganismos invasores a través de los receptores

caliciformes que poseen en su superficie y fagocitan virus y bacterias- Tomado de www.hematologyatlas.com

HEMATOPOYESIS

El proceso de la formacion de las células de la sangre se llama
hematopoyesis. El conjunto de células y estructuras implicadas en la fabricacion

de las células sanguineas se llama tejido hematopoyeético (geliautono 1 2004)-

ONTOGENIA

Desde el punto de vista ontogénico, es decir desde la gestaciéon de un
individuo, en humanos los primeros elementos hematopoyéticos son detectados
entre la segunda y tercera semana de gestacion, mientras que en ratones es a los
7.5 dias. La hematopoyesis extraembrionaria se lleva a cabo en el saco vitelino,
durante esta hematopoyesis primitiva aparece el foco eritropoyético constituido por
eritroblastos embrionarios quienes se desplazan a oxigenar los tejidos en
formacion (periodo mesoblastico). Durante este periodo también comienzan a
aparecer algunos megacariocitos y a partir del dia 9.5 aparece la hematopoyesis
intraembrionaria en la region para-értica esplenopleurea (pSP) en donde se gestan

los progenitores de las células troncales hematopoyéticas (HSC; del ingles
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Hematopoietic Stem CellS) (i et ai 2003). Entre los dias 10.5 y 11.5 la hematopoyesis
se desarrolla en la region aorta-gonada-mesonefro (AGM) y es alli en donde se
desarrollan las primeras HSCs multipotenciales, las cuales principalmente dan
origen a las células del estirpe mieloide (granulocitos, monocitos y macréfagos)
(Barod 2003)- Debido a que es precisamente en la region AGM en donde la presencia
de diversos factores estimula el desarrollo y diferenciacion de las HSC, a este
conjunto de elementos tanto celulares como no celulares se denomina

“Microambiente Hematopoyético”.

El microambiente hematopoyético es una estructura tridimensional
altamente organizada constituido por células del estroma y sus productos (matriz
extracelular, citocinas quimiocinas, etc.) los cuales regulan la localizacion y
fisiologia de las células hematopoyéticas (vayani et al 2007)- También esta constituido
por moléculas de adhesion, como los componentes de la familia Notch y el factor
de crecimiento transformante- (TGF B); Proteinas Morfogenéticas del Hueso
(BMP), de las cuales se ha demostrado que la BMP4 es la responsable de regular
la proliferacion y diferenciacion de las HSC en la region AGM (marshall et al 2007, Yao et
al 2007). Se ha observado que las HSC presentes en la region AGM tienen alta
expresion del receptor Mpl, el cual es fundamental para el desarrollo de la
hematopoyesis definitiva, debido a su interacciéon con Runx I, uno de los genes

involucrados en la aparicion de las HSC definitivas (petit-cocaut et al 2007)-

Alrededor del dia 11 de la gestacion la hematopoyesis se desarrolla en el
higado fetal (Fetal Liver; FL). Entre los dias 12 y 16 en el FL existe una expansion
considerable de las HSC, debido a que es aqui donde las células del estroma,
como fibroblastos, células epiteliales y células de tipo macrofago, comienzan
desarrollar redes para mantener la hematopoyesis, a partir de este punto algunas
proteinas como la fibronectina, producidas por las células del estroma,
desempafan un papel critico en la proliferacién y diferenciaciéon de las HSC
(Tamiolakis et al 2007), alrededor del dia 13 aqui comienzan a desarrollarse los eritrocitos

definitivos y los progenitores de los linfocitos T y B. Es justamente en el
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microambiente del FL en donde los precursores de las HSC sufren modificaciones
que les permiten colonizar el timo rudimentario a partir del dia 12 después de la
gestacion, el bazo aproximadamente al dia 15 y finalmente la MO, sitio en donde
se lleva a cabo la hematopoyesis definitiva durante la etapa adulta (Figura 7) (chang

et al 2005, Pelichovska et al 2008, Godin and Cumano A 2005)

Establecimiento de la conexion vascular
entre el YS yel embrion

X - &
=

Ectodermo  —

Mesodermo } Somatopleurea
—

Efdsgf[mo } Esplenopleurea

Figura 7 La hematopoyesis en el periodo embrionario pedemos dividirlo en dos fases, en primer lugar una fase
extraembrionaria que se desarrolla en el saco vitelino (YS: Yolk Sac) a partir del dia 8 despues de la gestacion . Los
precursores hematopoyeicos en el YS aparentemente estan restringidos al linage eritroide y a precursores mieloides que
no se diferencian in situ. Los eritrocitos del YS se definen por presentar hemoglobina embrionaria y la presencia de nucleo.
Entre los dias 8.5 y 12.5 de la gestacién, se genera la hematopoyesis intraembrionaria la cual se desarrolla en la region
para-értica esplenopleurea / aorta-génada-mesonefro (P-sp/AGM), sitio en el que se desarrollan las primeras HSC las
cuales ya presentan la caracteristaca de ser multipotentes y son capaces de reconstituir la hematopoyesis a largo plazo.

dpc= dias porteriores a la concepcién. Tomado y modidicado de Isabelle Godin and Ana Cumano. 2005

MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

Posterior a los avances realizados por Till y McCulloch en la decada de los
60°s acerca de las Células Troncales Hematopoyeticas (HSC: Hematopoietic Stem

Cells) (nin & Mcculloch 1961, Becker et al 1963) COMienza los estudios para determinar el sitio
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en el que se lleva a cabo la proliferacién y diferenciacion de estas HSC. Es
Schofielt en 1978 el primero en proponer el concepto de “nicho de células madre”.
A través de observaciones al microscopio de la medula 6sea Schofield desarrollo
una serie de conceptos basicos sobre el nicho de las células madre: 1) es un sitio
anatomicamente definido, 2) un lugar en donde las células madre puedan
sustentarse y reproducirse, 3) un lugar donde la diferenciacién es inhibida, 4) un
espacio delimitado el cual también limita el numero de HSC y posiblemente el
mas controversial, 5) es un sitio en donde las células con fenotipo de células
madre pueden ser inducidas a un estadio un poco mas maduro. Este nicho esta
compuesto por diversas poblaciones de células incluidas fibroblastos, macrofagos,
células endoteliales, adipocitos, osteoclastos entre otras, de las cuales unas se
encargan del sustento y la reproduccion de las HSC, mientras que otras son las
responsables de mantener a las mismas en estado quiescente. Otro aspecto

fundamental del nicho de las HSC es el sistema vascular (papayannopoulu 2007)-
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Figura 8. Las células madre mesenquimales (MSC’s) también se encuentran dentro de la cavidad ésea, éstas daran
origen a la mayoria de las células que componen la médula: condrocitos, osteoblastos, fibroblastos, adipocitos, células
endoteliales y miocitos, las cuales junto con los ostoeclastos, generan el microambiente que es irrigado por el sistema
vascular. En donde se llevara a cabo la proliferacion y diferenciacion de las HSC, a partir de las cuales se guerrean las

diferentes estirpes celulares que componen la sangre. Tomado y modificado de Yin and Linheng 2006.
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Diversos trabajos han sefialado a los osteoblastos como parte angular del
nicho de las HSC (Figura 8), se ha demostrado que las caracteristicas de las HSC
de encontrarse en estado de quiescencia y anti-apoptosis en gran medida se debe
a la interaccion del receptor tirosina cinasa 2 (Tie2), expresado en las HSC, con su
ligando angiopoietina-1 (Ang-1), expresado en los osteoclastos (Figura 8). La
interaccion Tie-2/Ang-1 estrecha la union de HSCs con los osteoblastos y las
mantiene en un fenotipo inmaduro  (amai F et al 2004). L@ expresion de Tie2 se
incrementa mediante un efecto paracrino por el 6xido nitrico (NO), producido por
las células del estroma de la MO (krasnov 2007). POr otro lado, estudios in vivo
demostraron que la sefializacion de la Proteina Morfogénica Osea (BMP; Bone
Morphogenetic Protein) por el receptor BMP tipo IA (BMPRIA) incrementa la
expresion de células de osteoblastos en forma de huso N-caderina® CD45 (SNO),
las cuales presentan una correlacion positiva con el numero de HSC (Figura 9)
(zhang 2003)- LOS oOsteoblastos también regulan el comportamiento del las HSC
mediante la expresion del ligando del receptor Notch-1 (cani 2003). La interaccion
Notch-1/ligando-Notch-1 tiene un papel fundamental para la proliferacion y
diferenciacion de las HSC (Figura 9) (chiba et al 2006). EStudios realizados durante el
desarrollo embrionario del ratén han revelado la conexion entre mutaciones de los
genes Notch y la presencia de sindromes de enfermedades congénitas en el
humano, la mutacion en Notch-1 acarrea el arresto de los linfoblastos T durante la
maduracion en el estadio doble positivo (CD4'CD8"), este evento correlaciona con

el desarrollo de la Leucemia Linfoblastica Aguda T (LLA-T) (santos et al 2006)-

Se ha reportado que la interaccion de la quimiocina-a del factor derivado del
estroma (SDF-1) y su receptor exclusivo CXCR4 (SDF-1/CXCR4) tiene diversos
efectos bioldgicos en el homing de las HSC dentro del microambiente de la MO: A)
Induce respuesta quimiotactica, B) Incrementa adhesién de las HSC debido al
aumento en la expresién de VCAM-1, ICAM-1, fibronectina y fibrinbgeno por la
activacion/modulacién de diversas integrinas de superficie celular, C) Estimula la
secrecion de metaloproteinasas de matriz (MMPS) y factores angiopoyeticos, por

ejemplo el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Mientras que la
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ruptura de la interaccion SDF-1/CXCR4 genera la motilidad de las HSC a la

circulaciéon (Kucia 2005)-

Diversas trabajos han demostrado que, lineas celulares murinas primarias y
transformadas de osteoblastos secretan citocinas que modulan las funciones de
las HSC, por ejemplo G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-1B, IL-6, IL-7, factor inhibidor
de leucemia (LIF), TNF-q, ligando de NF-kB (RANKL), entre otros (russell 2005).-
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Figura 9. De las sefiales de intercambio entre los osteoclastos y las HSC encontramos: diversos receptores de membrana,

proteinas de anclaje y de secrecién de factores. Los receptores de membrana se encuentran ligados a cascadas
intracelulares de sefializaciéon y participan activamente en la red que controla el mantenimiento de las HSC. ANG1,
angiopoietina-1; BMI1, represor policombinante; BMP, proteina morfogénica medular; BMPR1A, receptor BMP IA; CSL,
CBF1 supresor de Hairless y LAG1; CXCL12, ligando 12 de quimiocina CXC; CXCR4, receptor de quimiocina CXC-4; FAK,
cinasa de adhesion focal; HOXB4, homeobox B4; ICAM, molécula intracelular de adhesion 1; LFAL, funcién de linfocito
asociada a Ag-1; LRP, proteina receptor asociado a lipoproteinas de baja densidad; MAPK, protein cinasa activada por
mitégeno; OPN, osteopontina; PI3K, fosfatidilinositol-3 cinasa; PLC, fosfolipasa C; PKC, proteinsinasa C; PPR, PTH/PTH-
proteina relacionada al receptor; PTH hormona paratiroides; CSF, factor estimulante de células madre; SMADS, matriz
contra decaptagenos-homologos relativos; SNO, osteoblastos en forma de huso N-caderina+ CD45-; TIE2, receptor tirosina
cinasa 2; VCAML1, molécula de adhesion vascular 1; VLA4, Ag 4 retardado; Se denotan moléculas y/o interacciones de las

cuales solo se dispone de pruebas indirectas o contradictorias (Tomado y modificado de Willson A 2006)
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Los tejidos hematopoyéticos de médula 6sea, higado y bazo, son irrigados
por una serie de capilares altamente especializados, denominados sinusoides, los
cuales se encargan de mantener la homeostasis en el microambiente y de integrar
a las células, una vez maduras, a la circulacién periférica (Figura 10). El nicho
vascular de sinusoides es particularmente importante para el desarrollo de los
megacariocitos, porque sus células endoteliales proveen de condiciones para la
maduracion de progenitores megacariociticos (siayton 2007). La adhesion, proliferacion
y diferenciaciéon de los megacariocitos en el nicho vascular esta regulado por:
SDF-1, FGF-4, VCAM-1, receptor endotelial para angiopoyetina-2 (TIE-2) vy
molécula de adhesion de la célula endotelial plaquetaria (PECAM-) ©ohanjal Ts 2007,

Ross EA 2008)-

Figura 10. Sistema vascular de la MO, un microambiente hematopoyético el cual comprende diversas estructuras
vasculares, provee de una barrera entre el compartimento hematopoyético y la circulacién periférica. Es fundamental en la

proliferacion y diferenciaciéon de los megacariocitos (Tomado de Hans-Georg 2005).
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Otro microambiente altamente especializado es el Timo, categorizado como
organo linfoide primario; dentro de este las células precursoras derivadas de la
médula ésea son diferenciadas hacia linfocitos T. Durante este proceso estan
involucradas diversas citocinas que inducen rearreglos de genes de los receptores
de células T (TCR). La interaccion de los TCR con las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC), expresadas en las células que forman el
microambiente del timo, determina la seleccién positiva 0 negativa, crucial para

diferenciacion de timocitos (savino 2007).

El timo estd compuesto por dos lobulos, dentro de ellos se identifican dos
regiones; la corteza compuesta por linfocitos (timocitos) células epiteliales y
mesenquimales; una parte medular, conformada en su mayor parte por células
epiteliales y menor nimero de linfocitos, con respecto a la corteza. Dentro de la
medula se observan agrupaciones de células epiteliales, los cuales son
denominados como corpusculos de Hassall (Figura 11), dada su actividad en la
secrecion de citocinas influencian el desarrollo de los linfocitos. Ademas de etas
células epiteliales y linfocitos el timo esta compuesto por otro tipo de células, que
incluyen macrofagos y células mieloides. En la colonizacion y diferenciacion de los
timocitos estan involucradas algunas quimiocinas expresadas por las células del
estroma y citocinas también secretadas por las mismas, como VCAM-1, IL-3 e IL-

7, respectivamente (nishino 2006)
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Figura 11. El timo es una glandula formada por I6bulos. Cada I6bulo tiene una corteza exterior y medula interna, estan
separados por tejido conectivo llamado septa. Los corplsculos de Hazla tienen forma concéntrica. Tomado y modificado de
http://ffisiologiadeltejidolinfatico.blogspot.mx.

CITOCINAS

Son glicoproteinas de bajo peso molecular, entre 15-30 KDa, constituidas
por 120 - 180 aminoacidos. Originariamente se establecié el término linfocina para
denominar productos bioldgicos producidos por linfocitos en respuesta al antigeno.
Posteriormente su uso se ampli6 a moléculas de caracteristicas similares
secretadas por otros tipos celulares, por lo que se utilizo el término mas amplio de
citocinas. El término interleucina (IL) se aplicé a aquellas moléculas que servian
como sefiales de comunicacién entre distintos tipos de leucocitos, numerandose
consecutivamente a medida que se descubrian (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, etc.). No
obstante, algunas de ellas se detectaron inicialmente en ensayos funcionales in
vitro y adn conservan su denominacion original de acuerdo con la funcion biologica
que permiti6 su identificacion, como es el caso del factor de necrosis tumoral
(TNF: Tumor Necrosis Factor) y el factor transformador de tejidos (TGF:
Transforming Growth Factor)
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Las citocinas se encargan de regular diversos aspectos de la
hematopoyesis y la respuesta inmune, particularmente de la inflamacién (Tabla
1). Tienen la particularidad de actuar de forma pleiotrépica y/o redundante. La
accion pleiotropica aparece como resultado de la accién conjunta con otras
citocinas. Mientras que la redundancia puede explicarse por la convergencia de
diferentes sefales intracelulares de los receptores en una via de “regulacion
maestra” (cheng et al 2008). L& produccion de células hematopoyéticas es controlada
por un grupo de citocinas hematopoyéticas. Estas citocinas presentan multiples
acciones mediadas por sus receptores cuyos dominios citoplasmaticos contienen
regiones especializadas para iniciar varias respuestas: supervivencia,
proliferacion, diferenciacion, maduracion y activacion funcional. Las citocinas
pueden ser linaje especificas o dirigida hacia células de multiples linajes, y para
algunos tipos de células como HSC o progenitores magacaritoides la accion
simultdnea de multiples citocinas es requerida para una respuesta proliferativa.
Las mismas citocinas controlan el crecimiento y la proliferacion de células
hematopoyéticas en infecciones, aumento del numero de eritrocitos para
transporte de oxigeno (en personas que se encuentran en lugares elevados con

baja concentracion de oxigeno) 6 por pérdida de sangre en caso de sangrados

profusos  (vetcai 2008)-

CITOCINA/ CELULA/TEJIDO CELULA FUNCION
CLASE PRODUCTOR BLANCO

EPO Endotelio capilar Progenitores Proliferacion y diferenciacién de
peritubular de los eritroides eritrocitos
rifones, hepatocitos

G-CSF Endotelio, macréfagos Progenitores de | Crecimiento y diferenciacion de
neutrofilos neutrofilos
GM-CSF Células Th Células Crecimiento y diferenciaciéon de
progenitoras neutrofilos, macrofagos y

células dendriticas
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CITOCINA/ CELULA/TEJIDO CELULA FUNCION
CLASE PRODUCTOR BLANCO
Células epiteliales del Linaje Linfohematopoietico crecimiento
timo (TEC), PMN, macrofagico y diferenciacion de monocitos,
M-CSF condrocitos, células incremento en la expresion de
mesengiales del Ag de diferenciacion y
glomérulo, células estimulacion de quimiotacsis,
Ishikawa fagocitosis y actividad citotoxica
de monocitos
Células Th Coestimulacion
Células B Maduracién y diferenciacion
IL-1qa, IL-18 Monocitos, macrofagos,
Pro-inflamatoria células B, células
dendriticas Células NK Activacion
Varias Inflamacion, fase aguda, fiebre
IL-2 Células Thl CélulasBy T Crecimiento celular,
hematopoyesis activadas, células proliferaciéon, activacion
NK Sintesis de Ac
IL-3 HSC Crecimiento y diferenciaciéon
(multi-CSF)

Hematopoyesis

Células Th, células NK

Células cebadas

Crecimiento y liberacién de
histaminas

IL-4 Células B Proliferacion y diferenciacion,
hematopoyesis Células Th activadas sintesis de 1gG; e IgE
Macréfagos MHC clase Il
Células T Proliferaciéon
IL-5 Células Th2 Células B Proliferacion y diferenciacion,
hematopoyesis activadas sintesis de IgA
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CITOCINA/

CELULA/TEJIDO

CELULA FUNCION
CLASE PRODUCTOR BLANCO
Células B Diferenciacion a células
IL-6 Monocitos, macrofagos, activadas plasmaticas, secrecion de Ac
Hematopoyesis células Th2, células
Pro-inflamatoria estromales
Células T Coestimulador de células T
HSC Diferenciacion
Varias Respuesta de fase aguda
Neuronas, Diferenciacion neuronal, perdida
osteoblastos de hueso
IL-7 Estroma de médula HSC En la diferenciacion de
Osea, Estroma de timo progenitores de célulasBy T
IL-8 Macréfagos, células neutréfilos Quimiotaxis
Quimiocina endoteliales
Macréfagos Inhibicién de la funcién de
macréfagos, produccion de
citocinas
IL-10 Células Th2
Células B Activacion
Células Tc Dentro de la diferenciacion de
IL-12 Macréfagos, células B activada CTL (con IL-2)
Células NK Activacion
Linfocitos T Mediadora del crecimiento

Monocitos, macrofagos,

Proliferacion
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CITOCINA/ CELULA/TEJIDO CELULA FUNCION
CLASE PRODUCTOR BLANCO
IL-15 células dendriticas, Células NK
queratinocitos
Varias Desarrollo y mantenimiento de
células efectoras del sistema
inmune
INF-a Leucocitos Varias Expresion de MHC | en la
replicacion viral
INF-B Fibroblastos Varias Expresion de MHC | en la
replicacion viral
Varias Replicacion viral
Macréfagos Expresion MHC
INF-y Células Thi, células Tc,
células NK Células B Cambio de Ig a 19G2,
activadas
24
Células Th2 Proliferacion
Macréfagos Eliminacion de patégenos
MIP-1a Macréfagos Monocitos, Quimiotaxis
Quimiocina células T
MIP-113 Linfocitos Monocitos, Quimiotaxis
Quimiocina Células T
Monocitos, Quimiotaxis
macrofagos
Macrofagos Sintesis de IL-1
TGF-B Células T, monocitos activados
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CITOCINA/ CELULA/TEJIDO CELULA FUNCION
CLASE PRODUCTOR BLANCO
Células B Sintesis de IgA
activadas
Varias Proliferacion
Macrofagos CAM y expresion de citocinas
TNF-a Macrofagos, células

Pro-inflamatoria

cebadas, células NK

Células tumorales

Muerte celular

Fagocitos
Células B

Fagocitosis, con produccion de
NO; activacién de células
efectoras en los sitios de

TNF-B infeccion, adhesion de
Linfotoxina —a leucocitos a células
(LT Células Thly Th2 endoteliales, organogénesis de

Pro-inflamatoria

linfocitos periféricos,
estimulacion de células B

Células tumorales

Muerte de las células a través
de la inhibicién de de la
angiogenesis tumoral

Tabla 1. EPO, Eritropoyetina; G-CSF: Factor Estimulante de Granulocitos del ingles Granulocyte Colony-Stimulating;
GM-CSF: Factor Estimulante de Granulocitos y Macréfagos del ingles Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating; M-CSF,
Factor estimulante de Macréfagos del ingles Macrophage Colony-Stimulating; IL- Interleucina; INF Interferén; MIP, Proteina
Inflamatoria de Macréfagos del ingles Macrophage Inflammatory Protein; TGF, Factor de crecimiento Transformante del
ingles Transforming Growth Factor; TNF, Factor de Necrosis Tumoral del ingles Tumor Necrosis Factor Tomado y

modificado de Cambier et al 2007

Se ha observado, en modelos murinos deficientes en la produccion de G-CSF,
gue otras citocinas asociadas a la mielopoyesis como GM-CSF, M-CSF, IL-3 6 IL-
6, pueden compensar la pérdida de G-CSF, induciendo la proliferacion y
diferenciacion de neutrofilos en estos ratones (uivbs ML et al 2007). Dicho fendmeno
puede explicarse debido a que los receptores de GM-CSF, M-CSF, IL-3 y Epo
(entre otros) tienen regiones intracelulares en comun, que al ser activada
desencadenan una cascada de sefales activando la expresion de genes y
expresion de proteinas, induciendo asi la proliferacion y diferenciacion de las

células progenitoras (kaushansky 2008). Otro ejemplo de ello es la familia de receptores
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gue comparten la fraccion y (yc), a la cual pertenecen los receptores de la IL-2, IL7

e IL-15, esenciales durante el desarrollo de la linfopoyesis (Figura 12).

" citocinas producidas por:

IL-4: Células T, IL-7: Células del Ul nant

IL-2: Células T NK inofil ; itelial IL-9: Células T IL-15: Monocitos, IL-21: Células  estroma, epiteliales,
y DC’s GRensiInoins.y ESLOMAERISIAES DC’s y epiteliales TCD4 Ty NK fibroblastos, cebadas
células cebadas y fibroblastos
y basofilos
IL-2Ra “ IL-15Ra “
© &) & €
IL-2IR) B 7 IL-7Ra TSLPR
GARD) LGARS)
|1\ Y N\ 4 ¥ |\
(STATS) ( STAT3 (STAT6) (STATS)  (STATS) (STAT3) STAT3 STATS
STATI (STAT1) STATS STATS (STATY) STATS )
I Receptor expresado por:
g Células B, NK, Células T, CélulasT, cebadas, Células T Células T, B, ,
EeKluias Eoly cebadas y pre-B y DC’s epiteliales y y NK NK y DC’s Células T, B,
basofilos eosinofilos MK, y cebadas

Figura 12. La fraccion y (yc) es un componente comun en los receptores (R) de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21.
De estos receptores el IL-2R y el IL-15R estan compuestos por tres subunidades (a, B, y y) mientras que IL-4R, IL-7R, IL-9R
e IL-21R solo estan compuestos por dos subunidades (a y y). Cada uno de los receptores de la familia de citocinas yc
activa la cinasa Janus 1 (JAK1) y JAK3. Las proteinas principales de las sefiales de transduccién y activaciéon de la

transcripcion (STAT) son activadas por estos receptores de citocinas. Tomado y modificado de Rochman et al 2009.

Las citocinas hematopoyéticas presentan diversas funciones, ademas de la
regulacion del crecimiento y diferenciacién de las HSC, debido a la presencia de
receptores en varios tipos de células incluyendo células endoteliales, glia y
neuronas, por ejemplo la EPO, G-CSF, GM-CSF las cuales tienen efecto tanto
hematopoyético como no hematopoyético, este Ultimo concerniente a la inmunidad
innata (uul s and Federhoff U 2007). EStudios recientes tratan del efecto de las citocinas en
la generacién de osteoblastos y osteoclastos, como la IL-1a, IL-1B, IL-6 (entre
otros miembros la familia de glicoproteinas 130), IL-7 y TNF-a directa o
indirectamente promueven la osteoblastogénesis, mientras que IFN-B, INF-y, IL-3,
IL-4, IL-10, IL-13 e IL-12 solas o en sinergia con IL-18, entre otras, inhiben la

formacion de osteoclastos (rauner et al 2007)-
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PROLIFERACION Y DIFERENCIACION

La generacion de nuevas célula sanguineas a partir de la Celulas Troncal
Hematopoyetica (HSC; Hematopoietic Stem cells) se lleva a cabo mediante el
proceso denominado cascada de hematopoyesis. De acuerdo a trabajos
realizados en ratones, las HSC se definen como “células capaces de generar
repoblacién a largo plazo de células de todos los linajes hematopoyéticos en
receptores irradiados letalmente” (vetwcarr 2007. Las HSC tienen dos caracteristicas
fundamentales: son capaces de auto-renovarse Yy son multipotenciales,
representan el 0.01% del total de las células nucleadas presentes en la MO. De
acuerdo a experimentos de trasplante en modelos murino se han identificado dos
tipos de HSC, las reconstituyentes a largo plazo (LT-HSC; long-term HSC) capaz
de renovarse indefinidamente y las HSC de corto plazo (ST-HSC; short-term HSC)
que pueden renovarse en intervalos definidoS (vorrison and Weisssman 1994). Las ST-HSC
posteriormente se diferenciaran a los progenitores multipotentes (MPP; multipotent
progenitor) con escasa o0 nula capacidad para autorenovarse, pero presentan la
habilidad de diferenciarse a progenitores de linaje restringido que finalmente
daran lugar a las células funcionales a través de pasos irreversibles de
maduracion. El progenitor comun linfoide (CLP; common lymphoid progenitors)
dara origen a los linfocitos T, linfocitos B y células NK, mientras que el progenitor
comun mieloide (CMP; common myeloid progenitors) es el progenitor del linaje
mieloide-eritroide. EI CMP da lugar al progenitor mielomonocitico (GMP;
granulocyte mielocyte progenitor) que a su vez produce monocito / macréfagos y
granulocitos. EI CMP también da origen al progenitor magacariocito / eritroide, que
se diferenciara a megacariocitos / plaquetas y eritrocitos (Figura 13). Algunos
trabajos mencionan que el GMP también mantiene un bajo potencial para
diferenciarse hacia linfocitos B, ademas que, tanto CMP como CLP pueden

generar células dendriticas (passegué et al 2003)-
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Figura 13. En el modelo convencional de hematopoyesis se observa que las HSC se auto renuevan y generan células
precursoras con incremento en la restriccion del linaje y el potencial de proliferar. Dentro de cada Iinajella poblacién de
células incrementa con el aumento de la madurez. En una persona de 70 kg de peso se producen 2 X 10  eritrocitos, 2 X
10 plaquetas y 7 X 10 granulocitos para compensar las pérdidas diarias. Tomado y modificado de Larsson and
Karslsson 2005.

Existe otro modelo de hematopoyesis, el cual sostiene que los progenitores
retienen la capacidad de diferenciarse hacia otro linaje, propone la existencia de
un progenitor comun para los linfocitos T, B y los macrofagos (Hou et al 2005) (Figura
14).
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Modelo convencional {modelo clasico)

Progenitor comtin del linaje Eritrocito

fagocito-eritroide /r
_0:‘ Fagocito
/ ole’

Célula Troncal e ——— @ Linfocito B
Hematopoietica \
Progenitor comiin @ Linfocito T

del linaje linfoide

Nuevo Modelo (Modelo base mieloide)

Progenitor comun del linaje

Eritrocito
fagocito-eritroide

luneaCe\ @:‘ Fagocito
O
OO0
Progenitor comtin de linaje

fagocito-linfocito B
Linfocito B
\

Célula Troncal /' @
Hematopoietica . ‘ ; Fagocito
(22
Progenitor comun del linaje \
fagocito-linfoide 4
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fagocito-linfocito T ' @ }
Fagocito

Figura 14. El modelo clasico (panel superior) supone la presencia de progenitores que son comunes a los linfocitos B y
linfocitos T, mientras que el modelo basado en progenitor comin (panel inferior) se propone que progenitores de fagocitos
retienen la facultad de diferenciar en células linfoides respondiendo a los diferentes estimulos externos diferenciandose en

eritrocitos, linfocitos B y linfocitos T. Tomado y modificado de Kawamoto 2009.

Las moléculas de superficie de las células hematopoyéticas juegan un
papel muy importante en el desarrollo y funcién de las células. En los humanos la
nomenclatura para los grupos de diferenciacion (CD; clusters differentation)
proviene de la reactividad de anticuerpos monoclonales (mAb) hacia Ag en la
superficie de las células (i et al 1998 La diferenciacion de las HSCs ha sido
rastreada por la expresion de los CD incluyendo el receptor tirosina-cinasa. En
humanos las HSC presentan el inmunofenotipo Lin™® Thy1*CD34*CD38"9"
mientras que las células progenitoras murinas expresan los siguientes marcadores
T-HSC: Lin"°c-kit"Sca-1"Thy1.1°FIk2"?; ST-HSC: Lin"9-°c-kit"Sca-
1"Thy1.1"°FIk2*; MPP: Lin""°c-kit"Sca-1"Thy1.1"9FIk2* (Figura 15) ajeti et al

2007)-
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Modelo Revisado Nakauchi Weissman

LT-HSC 'O‘. (6‘ )
: 7 b
¥ LSK O

LSK LSK
CD34+% CD34% 3
l nt3-mpt* l (Thy1.1%)
& » )
ST-HSC LSK s’ | sk
CD34* = 3
fit3 mpl* l Thyi.1®
(¢ (¢}
MPP \ Y LSK o Lsk
" CcD34r = mae
fit3smpte Thy1.1-

Figura 15. Nakauchi et al han definido a las ST-HSC como Lin-Sca+kit-'-CD34+ (LSKCD34+) sin mas divisiones.
Weissman et al han definido a las LT-HSC como LSKCD34 flt3 s en estudios recientes se han clasificado a Ias LT-HSC
como LSKCD34+fIt3 y a las ST-HSC como LSKCD34 flt3+ Se ha demostrado que las ST- HSC LSKCD34 flt3 son
capaces de reconstituir rapidamente la m_:_elopoyelgls mientras que las ST-HSC LSKCD34 fIt3 la I|nfopo¥_e5|s+
Adicionalmente, la poblacion ST-HSC LSKflt Thyl.1 podria superponerse a la poblacion de MPPs LSKCD34 fit3
Tomado y modificado de Yang et al 2005.

Los CMP pueden ser identificados por los marcadores de superficie
CD19"CD34"CD45RA'CD13"CD36"IL-3Ra " TPOR™ chen et al 2007), €StOS progenitores
tienen el potencial para generar unidades formadoras de colonias (UFC) de
macrofagos, eosinofilos, eritrocitos y megacariocitos, de las dos ultimas estirpes
presentan un precursor comun el MEP caracterizado con el inmunofenotipo
Mpl"EPOR*CDA41", la diferenciacién entre los linajes eritroide y megacaritroide esta
regulada por la combinacion de muiltiples proteinas extra e intracelulares (pang et al
2005, Los GMP se caracterizan por los marcadores LinCD34'CD38"IL-3Ra’
CD45RAFcyR" (akashi et al 2000, Traver et al 2001)- S€ ha determinado que los progenitores
de las células cebadas (MCP, también nombrados progenitores de Eosinofilos)
podrian no tener su origen de CMP sino diferenciarse directamente de los MPP.
Las MPP LSKCD34'IL5Ra” dan origen a las GMP y las MEP mientras que las
MPP LSKCD34"IL5Ra" se diferencia a MCP (Figura 16) (chen et al 2005, Mori et al 2009)-

Durante la ontogenia y a lo largo de la vida adulta, la produccion de las

células linfoides B, T, NK y algunas categorias de las células dendriticas, se lleva
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a cabo mediante un proceso dinamico y complejo en donde la diferenciacion de
los progenitores, la presencia de moléculas de superficie y la expresion de genes
funcionalmente importantes de cada estirpe, comienza a ser activada mucho antes
de que el compromiso sea completado weiner 2007)- El incremento en la expresion de
flt3 en las MPP induce a su diferenciacion hacia el progenitor linfoide LMPP
inmunotipificado como LSKfIt3™, célula troncal que contienen factores primitivos
transcripcionales con el potencial de generar los linajes B, T y NK. Posteriormente
al ser expresado la subunidad a del receptor de IL-7 (IL-7Ra, también conocido
como CD127) se diferencia hacia las CLP (sinicka et al 2007). EXiSten trabajos donde
demuestran, que la presencia de IL-7Ra junto a la expresion de B220, incrementa
el compromiso de los CLP hacia las estirpes By T ademas de reducir el potencial

de estos para generar células mieloides rumfeit et al 2006)-

Sca1®
IL7TR
CD34
FeGre

Scat®
IL7R
CD34*
FcGro

Plaquetas
Células rojas

Scath

Scai™ IL7R Scaft'
IL7R flk2* IL7R:
fik2: CD34* CD34*
Granulocito
Macrofago

Células T
Sca1*
IL7TR* Células B
fik2-

Células NK

Figura 16. La expresion de proteinas de superficie se traduce en la diferenciacion de los MPP hacia los distintos linajes.
La presencia de proteinas de membrana juegan un rol principal en la diferenciacién; en el caso de los CMP existe una
disminucién en el grado de expresion de Scal y aparece el receptor de la fraccién Fc de IG (FcGr); mientras que para los
CLP la presencia del IL-7Ra es fundamental en su compromiso hacia la estirpe linfoide.Tomado y modificado de Warren et
al 2006.

Variaciones en los patrones de expresion de c-Kit es empleada para
diferenciar categorias en CLP, los progenitores linfoides encargados de colonizar
el timo expresan c-kit" y aquellos que son c-kit-° generan células CD19", marcador
presente en pro-B. Inmediatamente después del estado CD19" pro-B se genera la

restriccion del linaje basado en la expresion de CD45R/B220 (pelayo et al 2005) El
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desarrollo de los linfocitos B se lleva a cabo en la MO sus distintas etapas se
caracterizan por reordenacibn de genes de inmunoglobulinas. Los CLP
subsecuentemente se diferencian en pre-pro-B, pro-B y células B inmaduras
(Figura 17) (signer et al 2007). Durante esta diferenciacion el reordenamiento del locus
de Ig resulta en la expresion del receptor de células pre-B (pre-BCR) y finalmente
el BCR maduro, capaz de realizar la unién de Ag. Durante este estado inmaduro
de desarrollo, bajo un proceso de seleccidn previene la generacién de células B
reactivas espontaneas, tanto los receptores de edicién como de delesion clonal
tienen un papel fundamental en este estado. Las células que completan
satisfactoriamente los puntos de control de la MO transicional a células B,
eventualmente maduran a foliculo maduro de células B (6 ZM: zona marginal de
células B). Seguida de una respuesta inmune Ag especifica, las células B se

diferencian a células plasmaticas (secretoras de Ac) o de memoria cambier et al 2006)-
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Figura 17. Podemos dividir a los precursores B en cuatro estadios de acuerdo a los marcadores de superficie presentes.
Estas cuatro estadios son Fraccién A (pre-pro-B), Fraccion B (pro-B), Fraccion C (pro-B) y Fraccién D (pre-B). Las células
B inmaduras son generadas de la fraccion D, existen en la MO y alcanzan el bazo, estas generan las células periféricas
maduras y las células plasméticas. CXCL12 es esencial para la generacion de pre-pro-B y pro-B y el homing de células
plasméticas en la MO. FLT3L es esencial para la generacion de CLPs y pre-pro-B. IL-7 es requerida para la potencial
diferenciacion a células B de CLP y pre-pro-B y fundamental para la generacion de pro-B y pre-B. CSF es importante de
células estado pro-B de los adultos. El RANKL esté envuelto en la generacion de pre-B y células B inmaduras. Tomado y

modificado de Nagasawa 2006.
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En el timo se lleva a cabo la diferenciacion hacia el linaje T (neinzel et al 2007)-
Los CLP que migran hacia el timo expresan altos niveles del receptor Notch. La
sefial de Noch es un componente crucial durante el desarrollo intratimico, la
inhibicion de la sefial Noch 1 en progenitores hematopoyéticos resulta en el
desarrollo de células B en timo, y de forma contraria, la activacion de Noch 1
causa desarrollo extratimico de células T a expensas de células comprometidas a
linaje B en MO (Lai and kondo 2008). T0d0S los estados mas inmaduros de desarrollo de
células T estdn caracterizados por las diferencias en la expresion de los
marcadores CD44 y CD25; y la ausencia de CD3, CD4 y CD8. Debido a que no
expresan CD4 o CD8, estas células son llamadas timocitos doble negativo (DN), y
se subdividen en cuatro poblaciones; DN1 (CD44'CD25°), DN2 (CD44'CD25%),
DN3 (CD44 CD25%) y DN4 (CD44'CD25) (Figura 18). Notch en conjuncion con la
sefalizacion pre-TCR, es requerido para la transicion de los LT del estado DN a
DP; Notch influye en la seleccion positiva de timocitos simple positivo (SP)
modulando la transduccion de sefiales de los TCR en los timocitos DP (Laky 2008)-
Las células T producidas por el timo pueden expresar el receptor TCRaf3 o TCRy
0 (Rolink et al 2006).

El desarrollo de LT es controlado por la transduccion de sefiales de CD3,
gue se inician cuando péptidos del complejo mayor de histocompatibilidad
(PMHC) comprometen a las fracciones a y B del heterodimero del TCR. En el
desarrollo de los timocitos, la union débil de TCR a sus ligandoos genera seleccion
positiva y una union mas fuerte genera seleccion negativa i 2005), induciéndolas a
apoptosis, asegurando asi que existan linfocitos receptores de antigeno
funcionales y eliminando posibles linfocitos autorreactivos. Otro factor importante
en estos puntos de chequeo durante el desarrollo inmunoldgico de los linfocitos T
son regulados por la familia de proteinas BCL-2, que se dividen en dos grupos,

miembros pro- y antiapoptoticos, y los miembros de la familia de receptores TNF

(Opferman 2008)-
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Figura 18. El rol de la apoptosis en el desarrollo y funcién de los linfocitos T. Se muestran las principales moléculas de

las sefiales pro-apoptosis y anti-apoptosis. tomado y modificado de Zhang 2005.

IL-2, IL-15 e IL-7 son citocinas criticas para regular la homeostasis en la
linfopoyesis, IL-2 es esencial para la regular la diferenciacion de los LT CD4", IL-
15 regula la diferenciacion de LT CD8" (averi ma et al 2006, IL-7 juega un papel
fundamental en la linfopoyesis tanto en B como T, al igual que en el
mantenimiento y la homeostasis de linfocitos (Figura 19) (ry 2005). La maduracion
de los progenitores B en la MO es regulada por los BCR (B-cell receptor) y su
interaccion con los factores del microambiente, de los cuales se ha demostrado
que IL-7 es el que tiene mayor influencia en el desarrollo del linaje B (acosta-Rodriguez
et al 2007). EN experimentos in vivo empleando Ac para bloquear IL-7 o IL-7R se
observo una rapida y severa disminucion en el nimero de células del linaje B en
MO y en el nimero total de timocitos wine 2006). EN €xperimentos para determinar la
funcion de IL-7 en el desarrollo de LT se ha determinado su funcion como cofactor
en el rearreglo de los genes de TCR (aspinal R 2006). Las distintas funciones
fisiol6gicas de estas citocinas se atribuyen a las distintas vias de sefalizacion
iniciadas por las subunidades de los receptores. IL-2R, IL-15R e IL-7R los cuales

tienen una subunidad en comun la cadena vy (yc), también compartida por IL-4R,
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IL-9R e IL-21R, hay que denotar que la y. solo es expresado por células de estirpe

linfoide (rry et al 2005)

Finalmente las perspectivas para identificar, aislar y caracterizar las células
es conforme a su inmunofenotipo y sus propiedades metabdlicas, en el caso de
las células sanguineas los marcadores de superficie especificos son: CD11b para
células mieloides, Ter-119 para eritrocitos, CD3, CD4 y CD8 para linfocitos T y
B220 para linfocitos B (rosmarin 2005)-
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Figura 19. Las sefiales del IL-7R (CD 127) es crucial en muchos estados en el desarrollo y maduracion de los linfocitos.
Tomado y modificado de Mazzucchelli 2007.
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TRANSTORNOS HEMATOLOGICOS

De acuerdo al sistema de clasificacién de enfermedades hematoldgicas
de la Organizacion Mundial de la Salud entre las neoplasias malignas se
encuentran 1) Linfomas: Hongkin, linfomas no-Hodgkin, linfomas B o T, 2)
Enfermedades malignas inmunoproliferativas como mieloma mudltiple y neoplasia
de células plasméticas, 3) Leucemias: leucemias mieloide; leucemia linfoide;
leucemia monocitica. Ademas de leucemias y neoplasias malignas de células
inespecificas. En el caso de las leucemias podemos subdividirlas en 3
subclaisificaciones: aguda, cronica y subaguda. (owms 2008). En todo el mundo, cerca
de 250 000 personas son diagnosticadas con leucemia al afio. Cada afo se
incrementa el nUmero de victimas de leucemia, en México se diagnostican mas de
7 mil nuevos casos al afio. Antes de que existiera un tratamientos, la mayoria de
estos enfermos morian en los primeros 4 meses que seguian al diagnostico. Hoy
dia en los paises desarrollados en mas del 90% de los pacientes que padecen
leucemia linfatica aguda (habitualmente nifios) con el primer ciclo de
guimioterapia, en combinacién con otros tratamientos, controla la enfermedad.
Mientras que en Latinoamérica los nifios que padecen leucemia aguda solo tienen
del 50% a 60% de probabilidades de supervivencia. Entre de las principales
causas en la disminucién de terapéutica exitosa se encuentran: tratamientos
inespecificos, invasivos, agresivos y también los altos costos de estos. Por lo que
es imperante la busqueda de tratamientos especificos, inocuos y accesibles para

los pacientes.

Las diversas enfermedades hematoldgicas se originan de una coleccion de
condiciones adversas, todas procedentes de las células de la MO y del sistema

linfatico (rodriguez-Abreu et al 2005)-

El aumento de los datos de varios tipos de cancer en seres humanos
sugiere que las células neoplasicas dentro de los distintos tumores son
funcionalmente células heterogéneas a pesar de sus origenes clénales. En

particular el potencial de proliferacion a largo plazo parece estar restringida a una
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subpoblacién de "Células troncales cancerigenas” (cancer stem cells; CSC)
funcionalmente definidas por su capacidad de someterse a la auto-renovacion y
dar lugar a las células diferenciadas que fenotipicamente recapitulan el tumor
original (chosh et ai 2009). Diversos estudios indican que las CSC quiescentes son
resistentes a las terapias contra células en division. Dicha propiedad en conjunto
con algunos eventos a nivel molecular promueven, en leucemias crénica, una

crisis blastica (jamieson 2008)-

La actividad fisiolégica de CSC asi como las de HSC esta regulado por mas
de 50 citocinas y mas de 20 receptores de citocinas, de las cuales la relacion SDF-
1-CXCR4 es primordial para modular el trafico tanto de HSC como de CSC (kucia et
al 2005). Otro mecanismo de importancia en la regulacion del desarrollo celular es la
via de sefializacion del Factor de crecimiento Transformante- B (TGF-B;
Transforming Growth Factor- ), el cual es un polipéptido multifuncional que
controla proliferaciéon, diferenciacion, el desarrollo embrionario, la angiogenesis,
cicatrizacion de heridas y otras funciones de muchos tipos celulares. EI TGF-
actia como un supresor del tumor en las células epiteliales normales y en las
primeras etapas de progresion tumoral (nagathinali and Pran 2010)- Sin embargo en el
caso leucemias y mieloproliferaciones malignas, linfomas y mieloma mudltiple, las
CSC han desarrollo mecanismos de resistencia vs TGF-, como mutaciones o

deleciones de las vias de sefializacion de TGF-B (pong et al 2006)-

En afios recientes se ha determinado que en el caso de las neoplasias
mieloproliferativas se deben en gran medida a mutaciones en JAK2 y el ligando
del receptor de trombopoyetina MLP (vannucchi et al 2009, Beer et al 2008). EN estudios
recientes se determind el rol principal del complejo transcripcional multifactorial
gue contiene GATA-1, FOG-1 y Fli-1, el cual esta involucrado en la diferenciacion
terminal de la megacariopoyesis, y que las alteraciones o mutaciones en alguno
de estos factores origina las enfermedades hematolégicas asociadas a
megacariocitos, como la leucemia megacariocita pang 2005). Otra enfermedad de

estirpe mieloide es la enfermedad crénica granulomatosa (CGD; Chronic
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granulomatous disease), el trastorno mas comun de la funcién de fagocitos. En
estos pacientes generalmente se presentan diversas infecciones recurrentes,
primeramente afectan las barreras naturales como tracto respiratorio y nédulos
linfaticos, y eventualmente 6rganos internos, como higado, bazo, huesos y
cerebro. El defecto molecular causante de CGD es la ausencia, baja expresiéon o
mal funcionamiento de uno de los componentes de la NADPH oxidasa en los
fagocitos, responsable de la accion microbicidas al generar especies reactivas de

0Xigeno (Newburger 2006)-

TRATAMIENTOS CONTRA NEOPLASIAS MALIGNAS HEMATOLOGICAS

El tratamiento de las neoplasias hematoldgicas ha sido el precursor de los
trastornos neoplasicos en general, Por lo tanto, no es sorprendente que incluso en
el ambito de la terapia dirigida (6 inmunoterapia) el tratamiento de estos tumores
malignos se mantiene en la vanguardia de la investigacion. Aunque todos los
tratamientos del cancer (incluyendo cirugia, radioterapia y quimioterapia citotoxica)
pueden considerarse terapias dirigidas contra el cancer, el término “terapia
dirigida” es mas estrictamente definido para inmunoterapia dirigida o terapia
dirigida molecularmente. Estos planteamientos se han desarrollado para reducir la
toxicidad de la quimioterapia citotoxica inespecifica y para mejorar la eficacia del
tratamiento (kuriakose 2005). Las inmunotoxinas son un grupo de moléculas citotoxicas
elaboradas artificialmente contra células cancerigenas. Estas moléculas estan
compuestas por una fraccién de orientacion, tales como un ligando o un Ac
vinculados a la fraccion de la toxina, dicha toxina se encarga ya sea de truncar o
deletar el dominio de union impidiendo que las células cancerigenas se unan a las
normales. Las inmunotoxinas pueden dividirse en dos categorias: conjugados
guimicos inmunotoxicos y los recombinantes. Los conjugados toxicos han
demostrado tener limitada eficacia en pacientes con neoplasias hematoldgicas o
tumores so6lidos (et al 2005). EN el caso de inmunotoxinas recombinante, el ligando y
la toxina se encuentran codificadas en el ADN que se expresa en las bacterias, y

la inmunotoxina purificada contiene el ligando y la toxina fusionadas. De las
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inmunotoxinas recombinante mas activas clinicamente probadas dirigidas contra
neoplasias malignas hematoldgicas, se encuentra un agente que contiene la IL-2 y
la toxina denileukin diftitox (diftérica truncada), las cuales fueron aprobadas para
su uso contra linfoma de células cutaneas ademas han demostrado actividad en
otras neoplasias hematoldgicas, como leucemias y linfomas. La toxina diftérica
también se utiliza con otros ligandoos, como el GM-CSF e IL-3, para tratamiento
contra células de la leucemia mieloide. Esto se realiza mediante el complejo
formado por la fusion de la exotoxina A trunca de Pseudomonas con anticuerpos
monoclonales, los cuales son dirigidos contra células de diversos trastornos
hematologicos, incluidos linfomas y leucemias (reitman 2009). ENn afios recientes se
han desarrollado terapias usando anticuerpos monoclonales marcados
radiactivamente los cuales son empleados en combinacion con quimioterapia para
el tratamiento de linfomas y leucemias. El uso de estos anticuerpos monoclonales
radioactivos tienen la clara ventaja de unirse muy rapido a los 6rganos y tejidos
en donde estan presentes los antigenos de células cancerigenas por lo que se
reduce la toxicidad hacia los 6rganos normales, especialmente la médula 6sea
(©Oyen et al 2007). El Objetivo 6ptimo de la terapia con anticuerpos monoclonales seria
un antigeno especifico presente en alta densidad en las células tumorales,
ausente o presente en bajas concentraciones en células normales (o presente en
las células no criticas del hospedero) y con expresion estable sin modulacion o
internalizaciéon. En general, los anticuerpos monoclonales son seguros, bien
tolerados y tienen actividad en una variedad de tratamientos clinicos. Sin embargo
el empleo de estos en neoplasias hematoldgicas es complicado debido a la
complejidad de antigenos presentes en las células hematologicas, por lo que el
namero de anticuerpos monoclonales asi como de ensayos clinicos, tanto solos
como en combinacion de otros tratamientos ha crecido de manera exponencial
(Lépez-Guillermo 2007). L& mayoria de los investigadores han utilizado CD-20 como un
objetivo para radioinmunoterapia sobre la base de su expresiéon predecible en el
80% de los linfomas de células B. En linfoma han surgido dos enfoques béasicos de
trasplante aprovechando la expresion de CD20 como objetivo: 1.Dosis

mieloablativas de radioinmunoterapia (RIT), con o sin quimioterapia, y 2. Dosis
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estandar no mieloablativa de RIT en combinacién con quimioterapia de alta dosis.
Ambas seguidas de autotransfusion de HSC (zhang et al 2008). A pesar de esto en las
tltimas 3 décadas se ha observado un patron de mortalidad y morbilidad en
pacientes con tumores sdlidos y cancer hematoldgicos, como resultado de una
guimioterapia y/o radioterapia agresiva. Se han reportado por varios grupos la
incidencia y latencia de linfoma secundario. El riesgo de un linfoma secundario
aumenta después de los primeros 5 afios de finalizada la quimioterapia o
radioterapia y persiste por mas de tres décadas. Lo que refuerza la necesidad de
seguimiento a los pacientes expuestos a quimioterapia y confirma si los agentes

empleados en la quimioterapia pudiesen inducir un linfoma (rishnan 2007).-

El postulado de que los tumores pueden ser identificados y posteriormente
atacados por el sistema inmune (SI) data de finales del siglo XIX, cuando Ehrlinch
postulo la existencia de continuos derivados de “generaciones aberrantes”
(tumores), donde el crecimiento y desarrollo de los mismos, a menos que sea
detenido por el SI conduciran a la muerte. Gracias a las observaciones realizadas
durante las décadas de 1950s y 1960s de espontaneas remisiones de ciertos
tumores vy la infiltracion de linfocitos en estos, Burnett y Thomas formularon la
teoria de la inmuno-vigilancia. En esta teoria se acepta la generacion de células
del cancer como un fenbmeno normal en el ser humano, y el Sl se encarga de
identificar y eliminar estas células antes de que se conviertan clinicamente en
cancer. El control de los tumores por defensas del Sl es complejo. Puede ser
mediado primeramente por el Sl innato (fagocitos, células NKT, citocinas y
proteinas del complemento, entre otros) y después por el sistema inmune
adaptativo (células T y células B) @hardwal 2007). HOy dia un numero diverso de

terapias son destinadas a estimular el Sl para eliminar el cancer (ortin 200s).

En modelos murinos la administracién de agentes proinflamatorios como la
toxina pertusis, estimula reciprocamente la granulopoyesis en la MO vy linfopoyesis
B extramedular en el bazo (eda err al 2004y &l generar una modificacion del

microambiente hematopoyético, principalmente por la liberacion, del TNF-a
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durante el proceso inflamatorio, el cual genera la eliminacion o disminucion de
interaccion SDF-1/CXCR4, induciendo migracion de HSC de la MO e inducir la
liberacion de IL-1pB, citocina encargada de expandir la granulopoyesis (ueda et al 2005)-
Se ha observado que la administracion intravenosa de componentes bacterianos
como Mycobacterium tuberculosis, genera un incremento en la concentracién en
suero de GM-CSF y M-CSF, aumentando tanto in vitro como in vivo, el nimero de
colonias de granulocitos, de monocitos y granulocitos macréfagos. Sin embargo a
altas concentraciones, dichos componentes pueden generar lesion tisular,

coagulacion intravascular diseminada (CID) y shock endotoxiCo (kaurs et al 2004)-

Dentro de las terapéuticas actualmente empleadas estan el uso de factores
de crecimiento hematopoyético como el GM-CSF, un importante factor de
crecimiento hematopoyético y un potente inmunomodulador. Recientes
investigaciones se centran en la aplicacion del GM-CSF como adyuvante
inmunoldgico por su capacidad para aumentar las células dendriticas (DC), asi
como de la maduracion y activacion de los macréfagos. Hoy dia se emplea en la
clinica para tratar la neutropenia en los pacientes con cancer sometidos a
quimioterapia, durante el tratamiento del SIDA y después de trasplante de MO (s
etal 2006)- El G-CSF es empleado en donadores sanos para la recoleccion de células
progenitoras periféricas para trasplantes alogénicos y para trasfusion de
granulocitos. Sin embargo la actividad del G-CSF no se limita al linaje mieloide,
debido a la presencia del receptor de G-CSF en otro tipo de células y de tejidos,
modula la expresion de una serie de citocinas implicadas en la inflamacion (anderiini
et al 2008). La EPO actualmente se emplea para la recuperacion de eritrocitos y
disminuir los requerimientos de transfusibn en pacientes tratados con

quimioterapia (spez-Hemandez et al 2008)-

En diversos modelos se ha observado que estos tratamientos pueden
desencadenar un proceso inflamatorio, el cual aunado al estrés inducido
desencadenan algunos efectos adversos como la desregulacién en la interaccion

CD40-L/CD40 la cual es fundamental para el homing, maduracién y diferenciacion
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de timocitos hacia CD4" y/o CD8" (punn et. al, 1097) induciendo algunas patologias de
tipo autoinmune wagner et. al, 2002). EN casos extremos las citocinas involucradas en
un proceso inflamatorio pueden inducir la involucion del timo, de estas se han
identificado como agentes timosupresores a miembros de la familia de IL-6 (Gruver et
al 2008 Contrariamente los glucocorticoides, empleados ampliamente para la
terapia anti-inflamatoria contribuyen a la regulaciéon normal de la linfopoyesis, dado

que tienen un efecto estimulador en los progenitores linfoides (garashi et al 2005)-

Existen biomoléculas de origen y naturaleza distinta que modulan la
proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas (renaux et al 2001)- El acido
valproico ha sido usado por décadas como un anticonvulsivante. Recientemente
se ha demostrado que ademas induce diferenciacion y apoptosis en diversas
células malignas. Por lo que es empleado en el tratamiento de LMA y sindrome de
mielodisplascia, puede emplearse solo 0 en combinacidn del acido trans-retinoico
(ATRA), con el que se observa un efecto de sinergia uendgen et al 2007). El ATRA
acelera la diferenciacion del linaje linfoide B, incrementandolo substancialmente
tanto en MO como en bazo (chen et al 2008). NO Obstante algunos de estos
tratamientos tienen importantes efectos adversos, uno de los mas graves es el
denominado sindrome de acido retinoico o sindrome ATRA (SAR). Este se
caracteriza por fiebre sostenida, disnea, disstres respiratorio, infiltrados
intersticiales pulmonares, derrame pleural y/o del pericardio, sobrecarga de

volumen, hipotension e insuficiencia renal aguda (sastre et al 2007)-

Por mas de 15 afios el tratamiento estandar contra LMC es el trasplante de
HSC, pero hoy dia se cuenta con el Mesilato de Imatinib, una pequefia molécula
que inactiva al BCR-ABL, tirocina cinasa central en la patogenia de la LMC vauro et

al 2006). SiN embargo, ambas terapéuticas conllevan un gran costo econémico.

Las terapias que con éxito eliminan las células cancerigenas diferenciadas
gue caracterizan el cancer rara vez pueden ser efectivas nuevamente porque las

CSC son biolégicamente diferentes. Nuevos métodos para un tratamiento eficaz
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deben ser desarrollados, dado que los criterios tradicionales de respuesta como
medir la masa del tumor, o la existencia de metastasis no pueden reflejar los

cambios en las poblaciones de CSC (uff et al 2006)-

DERIVADOS DE LA LECHE Y LA SANGRE

Las proteinas de la leche contienen muchos componentes valiosos y
sustancias biolégicamente activas. Se ha determinado que las proteinas de la
leche, pueden generar diversos compuestos biolégicamente activos, encargados
de modular varios procesos en el cuerpo. Como citomoduladores, que estimulan
las células inmunocompetentes o de inhibir el crecimiento de células del cancer

(Meisel et al 2003)-

Es ampliamente aceptado que la leche materna protege a los neonatos
contra infecciones y reduce la incidencia de enfermedades atipicas, debido a la
gran variedad de componentes solubles que contiene como anticuerpos IgA,
lactoferrina, lisozima, entre otros. Pitt, Barlow & Heird (1977), reportaron que los
macrofagos de la leche materna, juegan un rol fundamental en la prevencion de
enfermedades en ratas. También demostraron que los leucocitos presentan mayor
actividad bactericida al cultivarlos en leche de rata que con formulas, Russel,
Brooker & Reiter (1976) mostraron que caseina de le leche de vaca interfiere con
la actividad fagocitica de los leucocitos polimorfonucleares. Hughes (1985)
analizé este efecto con macréfagos de cavidad peritoneal, incubandolos durante
una hora con, calostro, férmula lactea 0 leche de vaca. Observé que fracciones de
caseinas y la B-lactoglobulina se unian fuertemente a los macrofagos, a diferencia
de la a-lactoglobulina, que tenia union débil. Asumiendo que dichas uniones
podrian ser las responsables de la disminucidén en la fagocitosis de complejos
inmunes, al quedar ocupados los receptores Fc de los macréfagos por los
compuestos de la leche. Un efecto similar pero menos pronunciado se presento en
los cultivos con tioglicolato (ughes et al 1985. En estudios posteriores obtuvo

macrofagos de calostro y/o leche materna de humano exponiéndolos a
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condiciones similares, observando que en ellos la inhibicion de la fagocitosis de
complejos inmunes era minima o practicamente nula (caso del calostro). Si no que
al contrario los macréfagos de leche materna, al ser administrados por via oral a
ratas, presentaban mayor actividad protectora contra infecciones que los
macréfagos obtenidos de cavidad peritoneal. Ademas que los macréfagos de
cavidad peritoneal al ser resembrados en varias ocasiones con calostro, formula
lactea o leche de vaca, el efecto de inhibicién de fagocitosis era reducido. Por lo
gue el concluyo que in vivo los macréfagos al estar constantemente expuestos a la
leche adquieren mayor capacidad de fagocitosis y de proteccion contra infecciones

(Hughes et al 1988)-

En modelos animales (mono) de hipoplasia aguda eritroide en infantes se
observo que una de los factores de riesgo es una dieta baja en proteinas de la
leche y que al suministrarlas adecuadamente, los individuos presentan una
considerable mejoria (ausman et ai 1977. En 1985 gracias a las observaciones
realizadas por R6nnholm en neonatos con bajo peso asi como recuento de Hb y
eritrocitos bajos, determino que la concentracion de Hg esta regulada
estrechamente por la ingesta de proteinas de la leche materna y al administrarles
suplementos de estas a dichos nifios, incrementaron considerablemente su
concentracion de Hg y hematocrito rsnnhoim et al 1985)- POsteriormente se determino
gue al disminuir la ingesta de proteinas de la leche genera una disminucion en la
concentracion en suero de eritropoyetina y reduccion de precursores eritroides con

la subsecuente deficiencia en la eritropoyesis (okano et al 1992)-

CASEINAS Y HEMATOPOYESIS

En el interior del aparato de Golgi de las células del epitelio mamario se
inicia la agregacion y asociacion de las distintas caseinas en particulas esféricas
coloidales, conocidas como micelas de caseina (-CN), que le confieren la
opalescencia caracteristica a la leche. Las —CN son estructuras solidas vy

esponjosas que tienen un diametro de 160 nm. Estan formadas por 98% de
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caseina y 8% de sales (principalmente fosfato de calcio coloidal CCP) y
constituyen el 80% de la proteina total de la leche. Estudios basados en la
movilidad molecular (cromatografia, electroforesis, filtracion y ultra centrifugacion)
han puesto de manifiesto que la micela de caseina se compone de 4 tipos
principales de caseina individuales: as:-, Os2-, B- Y K-CN que se encuentran en una

proporcion molar media de 3:0, 8:3:1 respectivamente (rerrandini et al 2006)-

Experimentos in vitro han demostrado que compuestos de caseinas
presentan efecto inmunomodulador en células del sistema inmune (wigiiore-samour et ak
1988, Miliorer-Samour et ak 1989, Gattegno et al 1988). S€ ha demostrado que la B-caseina activa la
produccion de radicales libres en granulocitos e induce la proliferacion de linfocitos
de carnero y de linfocitos T de pacientes con diabetes tipo 1y 2 (cavalio et al 1996). S€
ha reportado que in vitro componentes de Caseina tienen un efecto
imunomodulador sobre los linfocitos T, induciendo la secrecion de citocinas
caracteristicas de una respuesta del tipo Th-1, prevaleciendo la estimulacion de la
a-caseina para la secrecion de INF-y € IL-2 (vao etal 2005a Mao etal 2005b, Mao et al 2006,
Mao et al 2007), Mientras que [-caseina estimula la secrecion de IL-2, ademas de
tener la cualidad de ser un potente quimioatractor de monocitos y macréfagos

(Laffineur et al 1996, Kitazawa et al 2007)-

En experimentos in vivo en ratones se ha determinado que, la
administracién por via oral de componentes de la caseina incrementa la actividad
de fagocitos de sangre periférica y cavidad peritoneal, pero este tratamiento
también induce inflamacion (kazauskaite 2005). EXisten reportes que al inocular ratones
por via intraperitoneal (IP) con caseina o una sal derivada de la esta, el caseinato
de sodio (CasNa), moviliza granulocitos y macrofagos al sitio de la inyeccién e
induce incremento en las concentraciones en suero y exudado peritoneal de M-
CSF, G-CSF y GM-CSF (Lotem & sachs 1985, Metcalf 1996)- 1ambién se ha observado que
la inyeccion subcutanea de caseina permite la sobrevivencia de ratones

inoculados con dosis letales de bacterias (oursadegh 2002). EXisten evidencias de que
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los granulocitos y monocitos y otras células, como enterocitos, tienen receptores

para caseina y CasNa (uira et al 2003; Melo 2004)

Nuestro grupo de trabajo mostré in vitro que: el CasNa acelera la
diferenciacién de neutréfilos en banda hacia polimorfonucleares de ratén; reduce
la proliferacion e induce la diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago de la
linea celular mieloide 32D, incluyendo la induccion de la expresion de RNAm para
el factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF) y su receptor (M-CSFR),
asi como la proteina bioactiva de M-CSF (ramos al 2000; Ramos et al 20042 Ramos et al 2004; Ramos

G 2006)-

Nuestros experimentos in vivo muestran que el CasNa incrementa en
namero de células e induce la proliferacion del linaje monocito-macrofago y

granU|OCit0 tanto en MO como en bazo (Santiago-Osorio et al 2006; Silvestre-Santana 2007)-
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen evidencias de que la inflamacion induce la migracion de HSC,
expresion de citocinas responsables de la proliferacion y diferenciacion de linaje
mieloide ademas de estimular la linfopoyesis B extramedular, pero también de que
inhibe la linfopoyesis T. Por otro lado en experimentos in vivo se ha reportado que
las caseinas asi como el CasNa, una sal derivada de las caseinas, la cual es
considerada como agente pro-inflamatoria, estimulan la activacion y proliferacion
de células del linaje mieloide asi como la expresion de las citocinas G-CSF, M-
CSF, GM-CSF e IL-2. Sin embargo no se sabe si el efecto del CasNa in vivo esta

asociado a un proceso inflamatorio y cual es su efecto sobre el linaje linfoide.

HIPOTESIS

Dado que existen evidencias de que la inflamacion fomenta la mielopoyesis
asi como la linfopoyesis B extramedular. Ademas que las caseinas, in vivo
estimulan la proliferacion y diferenciacion de estirpe mieloide asi como de inducir
la expresion de citocinas involucradas en la proliferacion y diferenciacion de la
estirpé mieloide y de la linfoide. Por lo tanto el CasNa, al ser una gente pro-
inflamatorio, estar compuesto de caseinas y considerando de que in vivo estimula
la mielopoyesis. El CasNa in vivo promovera la linfopoyesis B extramedular pero

inhibira la Linfopoyesis T.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del CasNa sobre la linfopoyesis B en medula dsea y
extramedular asi como de la linfopoyesis T en ratones inoculados por via

intraperitoneal.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Analizar y clasificar la presencia del proceso inflamatorio en ratones
tratados con CasNa.

e Determinar la activacion de fagocitos en cavidad peritoneal en los ratones
tratados

e Evaluar la concentracion de citocinas linfopoyeticas, IL-2, IL-7 e IL-15 en
suero de los ratones tratados

e Analizar las células de linaje linfoide By T en medula 6sea, bazo y timo
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MATERIAL Y METODO

RATONES.

Para este experimento se emplearon ratones BALB/c de 8 a 12 semanas de
edad, los cuales fueron mantenidos y alimentados ad libitum, bajo condiciones
estériles y libres de patégenos en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM. Todos los experimentos fueron realizados bajo las leyes y

normas mexicanas para el trato y proteccion de animales.

TRATAMIENTO DE RATONES.

Los ratones fueron divididos en 3 cuotas de 4 grupos y cada grupo era

conformado por 5 ratones.

e EIl grupo control que no recibia tratamiento alguno,

e El grupo vehiculo que solo recibia 1 ml de PBS,

e EIl grupo de tratamiento con CasNa que recibia 1 ml de PBS al 10%
de CasNa (0.1g CasNa/1ml PBS)

e EIl grupo tratado con albumina que recibia 1 ml de PBS al 10% de
albamina (0.1g albamina/1ml PBS).

El tratamiento se realizo mediante Inyeccion via Intraperitoneal (IP) cada
48 hrs., por 7 dias. Al concluir este periodo los ratones fueron colocados en
camara de éter para ser anestesiados, se sangraron por via axilar y finalmente
sacrificados por dislocacidon. La sangre se separd por centrifugacion y el suero

resguardo a -20 °C hasta se empleo.

Una vez sacrificados los ratones se realizo un lavado de la cavidad
peritoneal con 5 mL de solucién de Krebs-Henseleit, mismos que se recuperaron y

se mantuvieron en refrigeracion hasta su empleo.
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RADICALES LIBRES

Una vez sacrificados los ratones se realizo un lavado de la cavidad
peritoneal con 5 mL de solucién de Krebs-Henseleit, mismos que se recuperaron y
se mantuvieron en bafio de hielo hasta su empleo. Para evaluar la viabilidad de
los fagocitos de los ratones de los diferentes grupos procedimos a analizar su
capacidad de generar radicales libres durante la fagocitosis, mediante la prueba
de reduccion del nitroazul de tetrazolium (NBT) el cual en presencia de agentes
reductores, en este caso por los ROS generados por los fagocitos, es reducido a

formazan pasando de un compuesto incoloro a uno de de color.

TECNICA DE REDUCCION DE NBT

Material:

e Tubos 13 X 100 siliconizados

e Bafio metabdlico

e Zymosan A opsonizado

e HCI25N

e Solucion NBT al 1 %

e KCNO.01 M

e Solucién Krebs-Henseleit pH 7.4

e Piridina o cicloexano

Soluciéon de Krebs-Henseleit pH 7.4

e NaCl (0.154 M) 0.89998g / 100 mL
e KCI (0.154 M) 0.0459g / 4 mL

e CaCl,(0.11 M) 0.0366 /3 mL

e KH.PO, (0.154 M) 0.0209g /1 mL

e MgS0,..7H,0 (0.154 M) 0.0379g /1 mL
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Glucosa
NaHCO3*
e KCN

HCI 2.5N

e NBT
Silicon 1 %

250 mg / 130 mL
0.2725g /21 mL
0.065g / 100 mL
7.6 mL /100 mL
10 mg/ 10 mL SS

0.5 mL SIGMAcote / 50 mL

*El NaHCO3 se agregan 10 mL y los 11 restantes se burbujean con CO,

antes de adicionarse

Opsonizacion de Zymosan

Pesar 10 mg de Zymosan A y resuspenderlo en 5 mL de agua destilada,

centrifugar a 2000 RMP durante 5 min. El sedimento se resuspende en 1 mL de

suero fresco, se incuba a 37 °C durante 20 min. Centrifugar a 2000 RMP, decantar

el sobrenadante, al sedimento se le adicionan

5 mL de solucién de Krebs-

Henseleit y se mezcla. Centrifugar a 2000 RPM durante 5 min. Decantar y el

sedimento se resuspende en 1 mL de Krebs-Henseleit.

Identificar los tubos, dos por cada individuo y llenarlos de acuerdo a la

siguiente tabla:

REPOSO FAGOCITANDO
Krebs-Henseleit 400 pL 350 uL
Zymosan 50 pL
opsonizado
KCN 100 pL 100 pL
NBT 400 pL 400 pL
Suspension de 100 pL 100 pL
células
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e Incubar a 37° C durante 15 min

e Detener la reaccion de todos los tubos (fagocitando y reposo) con 2 mL de
HCI 25N

e Centrifugar a 2000 RPM durante 15 min y desechar el sobrenadante (una
vez hecho esto la reaccion es estable)

e Adicionar 2 mL de piridina y se resuspenden todos los tubos (fagocitando y
reposo)

e Leer a515 nm, contra blanco de piridina y obtener los valores de Abs.

EXPRESION DE RECEPTORES Fc

Para comprobar de viabilidad de fagocitos se procedié a evaluar la
capacidad de los fagocitos para reconocer antigenos. Unos de los mas relevantes
es el realizado mediante los receptores para la fraccion Fc de inmunoglobulina.
Los cuales pueden ser evaluados mediante la técnica de formacidn de rosetas, en
donde a través de opsonizar 1 mL de eritrocitos de carnero (EC) al 2% con 1mL
de suero fresco de cobayo con anticuerpos anti-EC a 37° C por 20 min. Una vez
opzonizados los EC fueron incubados con los fagocitos obtenidos de la cavidad
peritoneal de los ratones en proporcion 1:1 a 37° C durante 20 min. Los eritrocitos
opsonizados con los anticuerpos anti-eritrocitos se adhieren a los macroéfagos, a

partir de 3 eritrocitos unidos a un macrofago se consideran una roseta
MARCADORES DE INFLAMACION
CERULOLASMINA.
Como marcador de inflamacién aguda se determino la ceruloplasmina que
es una proteina sintetizada y liberada por el higado al incrementarse la

concentracion de citocinas pro-inflamatorias (oiveiro 2006 S€ realizara su

determinacién en suero empleando la técnica de inmunodifusion radial. El
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anticuerpo (Ac) anti-ceruloplasmina es incorporado en agarosa fundida, la cual es
vertida dentro de una caja de Petri la cual se deja solidificar. Se cortan pequefios
pozos dentro de la agarosa y estos son llenados con concentraciones conocidas
de cerulplasmina, con el objeto de construir una curva de calibracién. Las
muestras de suero de ratones se colocan dentro de otros pozos. La
ceruloplasmina presente en el suero difundird hacia fuera del pozo en un patrén
circular rodeando al pozo. El anticuerpo anti-ceruloplasmina esta presente en
exceso y la difusion del la ceruloplasmina (antigeno) continuara hasta que se
forma un precipitado antigeno-anticuerpo en forma de anillo estable.

OXIDO NITRICO.

Como marcador de inflamacion cronica se empled la determinacion de
nitratos como técnica indirecta para cuantificacion de oxido nitrico, el cual es
liberado por la accién del TNF-a. Este a bajas concentraciones ayuda a la
permeabilidad de los vasos sanguineos pero a altas dosis genera dafio tisular
(Klebanoff 1992). S€ determino en suero siguiendo la técnica Griess y Nacy, donde se
determinan nitratos como indicador de la generacion de oxido nitrico. Se realiza
una mezcla en proporciones 1:1:1 de suero, agua bidestilada y reactivo de Griess,
el cual se prepara usando una relacion de 1:1 de N-1-(naftil) etilendiamina
dihidrocloruro (NEDD) 0,1 %pl/v, y sulfamida (SULF) 2 % p/v en acido clorhidrico
(HCI) al 5 %. Est4d mezcla se homogeniz6 e incubo a temperatura ambiente
durante 15 minutos y se determiné su absorbancia a 540 nm. Se preparo una
curva estandar con nitrato de sodio (NaNO;) utilizando como blanco agua

bidestilada y reactivo de Griess (agarmes et al 2008)-
COMPRIMIDO DE ALGODON (PELLET)
La constante presencia de una respuesta inflamatoria aguda puede

desencadenar una respuesta inflamatoria crénica. La cual se caracteriza por

infiltracion de células mononucleares, monocitos macréfagos, linfocitos e incluso
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generar fibrosis, con lo que se llegan a formar granulomas. Por lo que procedimos
a analizar la presencia de inflamacion cronica mediante la técnica de formacion de
granulomas en un comprimido de algodon (pellet de algodén) colocado en los
ratones (gaiasubraniam et al 2011). LOS pellet son pesados (10 + 0,7 mg) y esterilizados
mediante autoclave (120° C, 15 Lbs durante 30 min). Los ratones son
anestesiados en camara de éter, en condiciones asépticas, se les coloca un pellet
de forma subcutanea a la altura del cuello (cerca de la base del craneo), mediante
una incision en la parte posterior del lomo y con ayuda de una varilla estéril, la
incision es suturada. Al finalizar el tratamiento a los ratones sacrificados se les
extrajo el pellet, los cuales fueron secados a 60° C durante 24 hrs., (para obtener

peso constante), una vez secos los pellets son pesados nuevamente.

INDICE ESPLENICO Y TIMICO

Los ratones fueron pesados, anestesiados en camara de éter, sagrados por
via axilar y sacrificados por dislocacion. Posteriormente se les extrajo el bazo y
timo los cuales fueron pesados de manera individual. El indice fue determinado

dividiendo el peso del timo o del Bazo entre el peso del raton.

OBTENCION DE CELULAS DE BAZO

Los bazos se envolvieron en un filtro y se depositaron en cajas Petri con 4
ml de medio Iscove’s, se exprimieron con un émbolo de jeringa hasta liberar las
células sanguineas. La suspension celular se centrifugé para obtener el botén
celular de cada grupo, la cual se coloc6é en tubos con 4 ml de medio Iscove’s y
SFB al 10%. Posteriormente las células totales obtenidas fueron depositadas en
tubos coénicos con 2ml de medio Iscove’s y 10% de SFB, posteriormente se
colocaron cuidadosamente en gradiente de densidad con Ficoll en tubos conicos
y se centrifugaron por 20 minutos a 500g para obtener las células mononucleadas,
éstas fueron lavadas dos veces con medio Iscove’s y SFB al 10%, y finalmente se

realiz6 el conteo directo de células mononucleadas.
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OBTENCION DE CELULAS DE TIMO.

Los timos obtenidos se envolvieron en un filtro y se depositaron en cajas
Petri con 4 ml de medio ISCOVE'’S, se exprimieron con un émbolo de jeringa
hasta liberar las células sanguineas. La suspensiéon celular se centrifugé para
obtener el boton celular de cada grupo, la cual se colocé en tubos con 4 ml de
medio Iscove’s, SFB al 10 posteriormente se colocaron cuidadosamente en
gradiente de densidad con Ficoll en tubos conicos y se centrifugaron por 20
minutos a 500g para obtener las células mononucleadas, éstas fueron lavadas dos
veces con medio Iscove’s y SFB al 10%, y finalmente se realizo el conteo directo

de células mononucleadas.

VIABILIDAD Y NUMERO CELULAR

Se evalué en un hemocitometro por medio de la incorporacion de azul

tripano (Sigma USA), con una dilucion 1:1 con colorante azul tripano.

ENSAYOS DE PROLIFERACION POR CITOMETRIA DE FLUJO

Una vez realizado el tratamiento con solo vehiculo o CasNa los ratones
fueron inyectados via intreperitoneal con bromodeoxiuridina (BrdU; 2 mg of
BrdU/animal; BD Biosciences) 24 h antes de su sacrificio y después de la ultima
dosis. Las células mononucleadas fueron obtenidas de médula 6sea, bazo y timo
mediante gradiente de densidad con Ficoll (1.077 g¢/L, Sigma, México)
posteriormente la densidad fue ajustada a 2X10° en 1ml de PBS. Las células
fueron tefiidas con anticuerpos de superficie para anti-B220 marcado con Cy5
para el linaje linfoide B, anti-CD4 marcado con Cy5 PE y anti-CD8 marcado con
PE para el linaje linfoide T. Para detectar la proliferacion las células fueron fijadas
para posteriormente ser permeabilizadas y teflidas con anti- BrdU marcado con

isotiocianato de fluoresceina (FITC) de acuerdo con el protocolo del manual de

59



procedimiento del Kit de BrdU para citometria de flujo. Al finalizar el procedimiento
de tincion, las células fueron resuspendidas en 0.3 ml de paraformaldehido al 1%
en PBS. Los analisis de los fenotipos celulares y la incorporacion de BrdU se
realizaron en un citbmetro FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose€, CA, USA)
con el software Pro v.5.1.1 BD (Becton Dickinson) de acuerdo a los manuales de

procedimiento. Se adquirieron 50,000 células por muestra para cada analisis.
DETERMINACION DE CITOCINAS
Se llevaron a cabo la determinacion de las citocinas IL-2, IL.7 e IL.15
mediante la técnica de ELISA con kits comerciales marca R&D y Biosciences de

acuerdo a las instrucciones del fabricante. La lectura de las placas se realizo
450nm en un espectrofotometro SUNRISE de TECAN.
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RESULTADOS

EL CasNa ES UN PROINFLAMATORIO

Los resultados de nuestros ensayos revelan aumento significativo del
namero de células (granulocitos y monocito macréfagos) en la cavidad peritoneal
de los ratones que recibieron CasNa, respecto a los grupos control, vehiculo y
albumina (Figura 20). Efecto similar al observado en ratones tratados con
tioglicolato de sodio (TIO), agente pro-inflamatorio (crenn et al 1984), confirmando asi
gue el CasNa administrado por via intraperitoneal, actia como agente pro-

inflamatorio promotor de la migracion de células al sitio de la inoculacion
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Figura 20. Numero de células (predominando los granulocitos) en cavidad peritoneal de ratones sin
tratamiento (control) y de aquellos que fueron tratados con vehiculo, albumina (ALB) o CasNa. *Significancia
estadistica con a = 0.05 con respecto al grupo control. Se realizaron 3 diferentes ensayos en los cuales se

emplearon 5 ratones por grupo.
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EL CasNa ACTIVA CELULAS PRO-INFLAMATORIAS

Una vez mostrado que el CasNa moviliza fagocitos (polimorfonucleares,
monocitos, macréfagos, células dendriticas y mastocitos) a la cavidad peritoneal
(CP) de los ratones tratados, procedimos a determinar si los fagocitos presentes
en la CP de los ratones inoculados con CasNa eran biolégicamente funcionales.
Para lo cual empleamos la prueba in vitro de reduccion del NBT, el cual en
presencia de agentes los ROS generados por los fagocitos es reducido a
formazan, pasa de un compuesto incoloro a uno con color. Este efecto se midi6é
mediante el uso del espectrofotometro (gelinati-pires et al 1993). LOS resultados indican
gue la reduccion de NBT por parte de las células de CP provenientes de ratones
tratados con CasNa presentaron mayor absorbancia que los grupos control, VEH y
ALB tanto en condiciones basales como al fagocitar levaduras (Figura 21).

0.50 REDUCCION DE NBT POR FAGOCITOS DE CAVIDAD
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0.40 W Actividad Basal W Actividad con Levaduras
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CONTROL VEHICULO TRATAMIENT%BUMINA CasNa

Figura 21 . Absorbancia por la reduccion de NBT en los fagocitos extraidos de cavidad peritoneal de
ratones sin tratamiento (control) y de los que fueron tratados con vehiculo, albumina (ALB) o CasNa. Las
mediciones se realizaron en células sin levaduras o con levaduras. *Significancia estadistica con a = 0.05 con

respecto al grupo control.
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Otra prueba de funcionalidad celular de los fagocitos (polimorfonucleares,
monocito macréfagos) es el reconocimiento de antigenos, mediante receptores de
la fraccion constante (Fc) de los Anticuerpos (AC) (sournazos et al 2009). Para evaluar la
expresion de receptores Fc empleamos la técnica de formacion de rosetas. En
esta técnica se opsonizan eritrocitos de carnero (EC) con Ac anti-EC, las
fracciones Fc de los Ac adheridos a los EC son reconocidas por los receptores Fc
de los fagocitos, quedando unidos a la membrana de los fagocitos, estos al ser
observados bajo el microscopio presentan una apariencia de rosetas de maiz. Se
considera como roseta a aquellos fagocitos a los cuales se le han adheridos al

menos tres eritrocitos.

En nuestros ensayos se observo un incremento significativo en el namero
de células formadoras de rosetas en los fagocitos de CP provenientes de ratones

tratados con CasNa en comparacion con los otros grupos (Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de células formadoras de rosetas en células extraidas de cavidad peritoneal de
ratones sin tratamiento (control) y de ratones tratados con vehiculo, albumina (ALB) o CasNa. *Significancia

estadistica con a = 0.05 con respecto al grupo control.
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EL CasNa SOLO INDUCE RESPUESTA INFLAMATORIA AGUDA SIN
PASAR A INFLAMACION CRONICA.

La acumulacién de células proinflamatorias es un evento contundente de
inflamacion, la cual puede ser aguda 0 cronica (rojas et a 2009 Para evaluar la
presencia de inflamacidn aguda se realiz6 la determinacion de ceruloplasmina en
suero por el método de inmunodifusién radial. De los datos obtenidos se observa
incremento en la concentracion de ceruloplasmina en los grupos que recibieron
tratamiento con respecto al grupo control, pero solo en los ratones que recibieron

CasNa tal incremento fue con significancia estadistica. (Figura 23).
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Figura 23. Concentracion serica de ceruloplasmina en ratones sin tratamiento (control) y de aquellos
que fueron tratados con vehiculo, albumina (ALB) o CasNa. Significancia estadistica con a = 0.05 con respecto
al grupo control.

La generacién de o6xido nitrico (NO) es estimulada por diversos factores
fisicos y biologicos, como los que ocurren en un proceso inflamatorio. En caso de
existir un estimulo persistente, puede desencadenar una inflamacion crénica y en
consecuencia una liberacion exacerbado de NO a la circulacion (rakeichi 1998). EI NO
es liberado a la circulacién, el cual es muy inestable y presenta una vida media de
6 a 10 segundos, el NO en el torrente sanguineo reacciona con el radical

superoéxido (02) para formar nitritos (NO2) la cual es una especie quimica mas
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estable (rarias 2007, Adarmes et al 2009, zweier et al 2010). MoOtivo por lo cual decidimos realizar
la cuantificacion de nitritos en suero como determinacion indirecta de NO, como

marcador de inflamacién crénica.

En nuestros ensayos no se observo diferencia significativa en la
concentracion de nitritos entre los diferentes grupos tratados con respecto del

grupo control (Figura 24).
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Figura 24. Concentracion de nitritos en el suero de ratones control (sin tratamiento) y de ratones
tratados por siete dias con vehiculo, albumina (ALB) o CasNa. No se encontré6 determiné diferencia

estadisticamente significativa entre la diferentes grupos que recibieron tratamiento.

Para descartar completamente la presencia de inflamacion croénica,
analizamos el peso de un pellet de algodon colocado en el lomo de los ratones de
los diferentes grupos. Durante un proceso inflamatorio crénico la secrecion de
exudados y la migracion constante de células generan que éstos se acumulen en
el pellet, por lo que al ser extraido y pesados sera mayor el peso de los pellets en
aquellos individuos que cursaron por un cuadro inflamatorio cronico (varroquin-segura et
al 2009). De los datos obtenidos se determind incremento significativo en el peso del

pellet en aquellos ratones que Unicamente recibieron VEH (Figura 25).
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PESO DE PELLET
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Grafico 25. Peso en gramos del comprimido (pellet) de algodén colocado en el lomo de ratones sin
tratamiento (control) y de ratones que fueron inoculados con vehiculo, albimina (ALB) o CasNa. Significancia

estadistica con a = 0.05 con respecto al grupo control.

EL CasNa ESTIMULA LINFOPOYESIS B EXTRAMEDULAR

Existen evidencias de que la inflamacion induce la mielopoyesis en MO a
costa de la linfopoyesis, misma que se desplaza a un sitio extramedular (eda et al
2005 EN nuestros ensayos encontramos que CasNa estimula un proceso
inflamatorio, procedimos a analizar el efecto del CasNa sobre la linfopoyesis B.
Previamente publicamos que el CasNa induce granulopoyesis en médula 6sea
(vanihamin et al 2013), POr |0 que en este trabajo procedimos a confirmar la reduccion de
la Infopoyesis B en MO, para lo cual analizamos las células presentes en la MO
mediante citometria de flujo empleando el antigeno B220 como marcador del linaje

linfoide y la incorporacion de BrdU para detectar proliferacion.
El analisis para determinar la presencia de células mononucleares y de

células B2207/BrdU” mostré6 mayor proporcion en los ratones tratados con

Vehiculo que en los tratados con CasNa (Figura 26).
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Figura 26.- El tratamiento IP con CasNa disminuye el porcentaje de células correspondientes al linaje linfoide en
médula 6sea asi como la incorporacion de BrdU. Se presentan dotplots representativos de células mononucleadas totales
provenientes de ratones tratados con solo vehiculo o CasNa. Seleccion mediante granularidad y tamafio de la regién
correspondiente al linaje linfoide (A) y positividad al anticuerpo anti B220 (B). Evaluacion del porcentaje de incorporacién de
BrdU en células B220 positivas provenientes de ratones de CMN de médula 6sea tratados o no con CasNa (C). Los
nameros representan el porcentaje de BrdU incorporado en las células (de la marca M1) + DS. se llevo acabo un analisis

estadistico correspondiente a 3 experimentos realizados de manera independiente con una n de 3 ratones cada uno.

A continuacion analizamos el efecto del CasNa sobre bazo, érgano donde
se lleva acabo la linfopoyesis B extramedular (eda et al 2004)- Al €xtraer el bazo de los
ratones pertenecientes a diferentes grupos, se observé incremento en el tamafio
del bazo tanto en los individuos que recibieron CasNa como los que fueron

tratados con AlbUmina con respecto al grupo control (Figura 27).
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CONTROL VEHICULO ALBUMINA CasNa

Figura 27. Fotografia que permite comparar el tamafio del bazo en ratones sin tratamiento (control) y
de los que fueron tratados con vehiculo, albimina o CasNa.

El indice esplénico, confirma el incremento de los bazos proveniente de
ratones tratados con CasNa y Albumina con respecto a los ratones control y
vehiculo (Figura 28).
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Figura 28. indice esplénico de ratones: sin tratamiento (control) y los que fueron tratados con vehiculo,

albumina o CasNa. *Significancia estadistica con a = 0.05 con respecto al grupo control.
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El andlisis por citometria de flujo en las células presentes en el bazo, se
observé que la proporcion de células B220*/BrdU+ positivas en los ratones

tratados con vehiculo es menor a los que recibieron CasNa (Figura 29).
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Figura 29.- El tratamiento IP con CasNa aumenta el porcentaje de células correspondientes al linaje linfoide en
Bazo asi como la incorporacion de BrdU. Se presentan doTplots representativos de células mononucleadas totales
provenientes de ratones tratados con solo vehiculo o CasNa. Selecciéon mediante granularidad y tamafio de la regién
correspondiente al linaje linfoide (@) y tincién positiva al anticuerpo anti B220 (B). Evaluacion del porcentaje de incorporacion
de BrdU en células B220 positivas provenientes de ratones de CMN de médula 6sea tratados o no con CasNa (C). Los
ndmeros representan el porcentaje de BrdU incorporado en las células + DS El andlisis estadistico corresponde al menos a

3 experimentos realizados de manera independiente con una N de 3 ratones cada uno.

EL CasNa ESTIMULA LA PROLIFERACION Y DIFERENCIACION DE
LINFOCITOS T

En contraparte de la estimulacion de mielopoyesis y linfopoyesis B inducida
por la inflamacion, también se ha observado que la inflamacion inhibe la
proliferacion de linfocitos T y su diferenciacion hacia CD4" 0 CD8" punn et. al, 1997) €

incluso en ocasiones extremas, como lo puede ser la inflamacion crénica, llega a
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generar timosupresion e involucion del timo (Gruver et al 2008- Con la finalidad de
analizar el efecto del CasNa sobre la proliferacién de linfocitos T, se procedio a
extirpar el Timo de los ratones de los diferentes grupos, al llevar acabo la
inspeccidbn macroscépica de estos no se observd malformacion en ninguno,

tampoco diferencia en tamafio (Figura 30).

CONTROL VEHICULO ALBUMINA CasNa

Figura 30. Comparativo de los timos extraido de ratones: sin tratamiento (control) y de los que fueron
tratados con vehiculo, albimina 6 CasNa, no se observa malformacién en ningin timo ni aumento en el tamafio

de los grupos que fueron tratados, con respecto a los del grupo control.

Se corrobor6 el tamafio mediante la determinacion de los indices timicos,
en donde los datos mostraron que solo el tratamiento CasNa provoco incremento

en el peso del timo en comparacion al grupo control (Figura 31).
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Figura 31. indice timico de ratones: sin tratamiento (control), de los que fueron tratados con vehiculo,

albumina 6 CasNa. *Significancia estadistica con a = 0.05 en comparacién al grupo control.

Al colectar y evaluar el nimero de células totales en timo, Unicamente se
observé diferencia con significancia estadistica en el namero de timocitos
presentes en los ratones que fueron tratados con CasNa respecto al grupo control
(Figura 32).

CELULAS TOTALES EN TIMO

90 *

CELULAS (# X10"6)

CONTROL VEHiCULO ALBUMINA CasNa
TRATAMIENTO

Figura 32. Conteo de células totales presentes en los timos de ratones: sin tratamiento (control) y de los
que fueron tratados con vehiculo, albimina 6 CasNa. Existe diferencia significativa del grupo tratado con CasNa

con respecto al grupo control.
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Se llevo acabo el andlisis, por medio de citometria de la poblacién de
timocitos, para lo cual se utilizaron los marcadores CD8 y CD4 (eje “X” y eje “Y”
respectivamente). Se observé incremento en la proporcion de timocitos doble
positivos CD4*/CD8" en los ratones tratados con CasNa (Figura 33), estadio
critico en la maduracién y diferenciacion de linfocitos T que posteriormente
conforman el repertorio periférico de células T CD4" y CD8", esenciales para el
montar la respuestas iNMUNES wang et al 2011, Lee at al 2012, &SI COMO incremento en

células con incorporacion de BrdU*, indicativo de proliferacion.

A) CasNa INDUCE PROLIFERACION DE LINFOCITOS T EN TIMO

Vehiculo
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34.77%

Figura 33. Se presentan dotplots representativos de células presentes en Timo de ratones tratados con vehiculo (A) vy
+

CasNa (B), se emplearon los marcadores CD4 (eje “Y) y CD8 (eje “X”). Se observa incremento de linfocitos CD4 /CD8

de los ratones tratados con CasNa con respecto de los que recibieron Unicamente vehiculo, asi como un incremento en la

+
proporcion de células BrdU (C) de los ratones tratados con CasNa.
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EL CasNa ESTIMULA LA SECRECION DE CITOCINAS ESCENCIALES
PARA LA LINFOPOYESIS.

En experimentos in vivo se demostrd que el CasNa o la caseina estimula el
incremento en suero de M-CSF, G-CSF y GM-CSF (Lotem & Sachs 1985, Metcalf 1996)
ademas de que existen evidencias in vitro de que estimulan la produccién de
citocinas Thl prevaleciendo IL-2 (Mao et al 2005a, Mao et al 2005b, Mao et al 2006, Mao et al 2007)-
Por lo que nuestra siguiente incognita era averiguar si el CasNa In vivo estimula la
liberacion de citocinas esenciales en la linfopoyesis. Durante la linfopoyesis la
presencia de IL-7 es indispensable durante el proceso de maduracion y
diferenciacion tanto en linfocitos B como en T. Por lo que procedimos a determinar
su concentracion en suero de ratones de los diferentes grupos. Los datos
obtenidos mostraron incremento en la concentracion de IL-7 en los ratones

tratados con CasNa (Figura 34).

50 - IL-7 EN SUERO

CONTROL VEHICULO ALBUMINA CasNa
TRATAMIENTO

Figura 34. Determinacion de la concentracion en suero de IL-7 en los ratones sin tratamiento (control),
que fueron tratados con vehiculo, albumina 6 CasNa, *Significancia estadistica a = 0.05 con respecto al grupo

control
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En la diferenciacion de los linfocitos en el timo hacia los linajes CD4 o CD8
el conjugado de IL-2 e IL-15 es fundamental, por lo que se cuantifico la
concentracion de estas citocinas en el suero ratones de los diferentes grupos. De
los datos obtenidos en nuestro ensayo observamos que en aquellos individuos
gue recibieron CasNa o Albumina la concentracion de IL-2 en suero aumenté con

relacién al grupo control (Figura 35)

c 0 IL-2 EN SUERO
4.5 * *
4.0
= 3.5
€30
? 25
~ 20
=15
1.0
0.5
0.0 . . . .
CONTROL VEHICULO ALBUMINA CasNa
TRATAMIENTO

Figura 35. Determinacién de la concentracion en suero de IL-2 en ratones sin tratamiento (control),

tratados con vehiculo, CasNa 6 albimina. *Significancia estadistica a = 0.05 co respecto al grupo control.

De los datos obtenidos en la determinacion de IL-15 observamos no se
detecto en los suero de los ratones control y en aquellos que recibieron algin
tratamiento se incrementd, principalmente en aquellos que recibieron CasNa y

albamina (Figura 36).
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Figura 36. Determinacion de la concentracion en suero de IL-15 en ratones sin tratamiento (control) y

tratados con vehiculo, CasNa, albumina. *Significancia estadistica a = 0.05 con respecto al grupo control.

74



ANALISIS DE RESULTADOS

En experimentos con ratones se ha determinado que la administracion por
via oral de componentes de la caseina incrementa la actividad de los fagocitos de
sangre periférica y cavidad peritoneal azlauskaite 2005). También se ha reportado que
en ratones inoculados por via intraperitoneal (IP) con caseina o una sal derivada
de esta, el caseinato de sodio (CasNa), moviliza granulocitos y macréfagos al sitio
de la inyeccion e induce incremento en las concentraciones en suero y exudado
peritoneal de M-CSF, G-CSF y GM-CSF (Lotem & sachs 1985, Metcalf 1996). POr oro lado, se
sabe que la inflamacion es un mecanismo de defensa perteneciente al sistema
inmune innato, se presenta al generarse alguna alteracion de la integridad tisular 6
cuando ingresan al cuerpo agentes antigénicos, como bacterias o levaduras,
durante este proceso se generan cambios fisicos, quimicos y biologicos en el area
afectada provocando acopio en el sitio de lesion de moléculas proinflamatorias,
citocinas y células fagociticas (macréfagos y/o polimorfonucleares), estas ultimas
al ser activadas y para eliminar al antigeno producen especies reactivas de
oxigeno (ROS) ademas de algunas citocinas (rojas-Espinoza et al 2006, Vega-Robledo 2008,
Ramirez-Orellana 2008, Rojas et al 2009), MOtivo por el cual nos dimos a la tarea de examinar si
los efectos observados por el tratamiento con CasNa in vivo pudieren estar

asociados a un evento inflamatorio.

En este trabajo se muestra que el CasNa in-vivo es un potente
guimioatrayente ya que se encontré mayor numero de células en la cavidad
peritoneal (CP) de los ratones tratados con CasNa que incluso en aquellos que
fueron tratados con Tioglicolato (TIO), un proinflamatorio empleado
tradicionalmente para movilizar células a la cavidad peritoneal (grown et al 1984), ASi
nuestros datos concuerdan con el modelo in vitro donde se demuestra la
capacidad de la B-caseina como potente quimioatrayente de monocitos y
macrofagos (Laffineur et al 1996, Kitazawa et al 2007)- 1ambién en nuestros experimentos se
demuestra que las células provenientes de CP de ratones tratados con CasNa

presentaron mayor produccion de ROS, tanto en estado basal como en presencia
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de levaduras, lo cual sugiere que las células estdn activadas. Observamos
incremento el nimero de células formadoras de rosetas e incluso en la calidad de
estas, dado que mientras se consideran como una roseta a la unién de 3 a 5
eritrocitos a una célula fagocitica, las rosetas formadas de los ratones tratados
con CasNa, estaban compuestas por mas de 8 eritrocitos, lo cual sugiere que el
CasNa in vivo estimula un incremento en la expresién de receptores Fc, asi estos
datos concuerdan con el hecho de que CasNa induce la expresidon de receptores
FC (ramos et al 2000), receptores fundamentales para el reconocimiento y eliminacion
por inmunofagocitosis de agentes patdgenos (ournazos et al 2009). EStOos datos nos
ayudan a entender como la administracion de caseina permite la sobrevivencia de

ratones inoculados con dosis letales de bacterias (voursadegh 2002),

La ceruloplasmina (Cp) es una proteina clasificada como molécula de
respuesta inflamatoria de fase aguda (PFA) (oiiveiro 2006)- AQUi Se muestra que tanto
en los ratones tratados con CasNa como con Albumina se incremento en forma
significativa la concentracion en suero de ceruloplasmina. El hecho de que el
CasNa incremente los niveles de Cp puede tener relevancia biolégica ya que la Cp
posee propiedades antioxidantes contra la peroxidacion lipidica y oxidantes frente
a varias aminas (Del Vvalle et. al, 2002, Izquierdo et al. 2009), incluso dado que la
ceruloplasmina es un acarreador de hierro hacia la medula ésea se considera

como agente precursor de la sintesis de hemoglobina unger & chiappe 2008).

El Oxido Nitrico (NO) es un compuesto responsable de diversas funciones
fisiolégicas como: vasodilatacion, relajacion muscular, osteogenesis e incluso
como neuromodulador, el NO es producido de manera natural por diversas células
del cuerpo, principalmente macrofagos tisulares (coroica et al 1999). Durante un proceso
inflamatorio agudo (4 a 6 horas) se incrementa la liberacion de NO en células
polimorfonucleares, mientras que durante la inflamacion crénica (semanas) es
liberado por macréfagos activados, en dado caso puede llega a inducir
alteraciones e incluso generar lesion tisular en el area donde se gener6 la

inflamacion (paur-ciark 2002, por lo cual el NO es empleado como marcador de un
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proceso inflamatorio, pero dado que es inestable y tiene una vida media muy corta
se realiz6 la determinacién de nitritos como método indirecto para deteccion de
NO (Ramirez-Emiliano et al 2007)- EN nuestros ensayos no se observo diferencia
significativa entre los grupos, sin embargo hay una tendencia de mayor liberacién
de NO en el grupo tratado con CasNa, lo cual podria ser benéfico ya que el NO
induce la relajacion del endotelio y musculo liso vascular. Asimismo ser catalogado
como neuromodulador (eerer et al, 1998 Actualmente es contemplado para el
tratamientos de diferentes trastornos vasculares como hipertension pulmonar,
insuficiencia cardiaca, aterosclerosis, disfuncién eréctil, restenosis del musculo
liso, shocks, para la prevencion y tratamiento de lesion por isquemia,
enfermedades neurodegenerativas e incluso como agente para el tratamiento de
algunos tipos de cancer (gnaro 2005, ignarro et. al. 2006, Fernandez et al 1999, Adan A & Prat 2005).
Seria interesante evaluar en un futuro si la administracion de CasNa promueve

alguno de estos beneficios en la salud.

Se ha demostrado; que el CasNa induce un proceso inflamatorio, pero no
se sabe si al emplear este tratamiento podria desencadenar una inflamacion
cronica. Por esta razén se determind el incremento en el peso del pellet que se
implanto en los ratones de acuerdo al modelo previamente descrito (varroguin-segura et
al 2009), 10S datos muestran que solo hubo diferencia estadistica significativa, en el
peso del pellet de los ratones tratados con vehiculo con respecto al grupo control.
Cabe destacar que en el caso de los ratones tratados con CasNa se denota menor
peso del pellet con respecto al grupo control. Con estos resultados podemos
aseverar que por el hecho de irrumpir la integridad del endotelio e introducir un
volumen elevado de liquido, modificamos la homeostasis e inducimos un proceso
inflamatorio, de acuerdo a nuestros resultados, en el caso del vehiculo
desencadena una inflamacion cronica. De acuerdo a lo anteriormente expuesto,
durante el tratamiento con CasNa existe un evento inflamatorio de caracter agudo
sin llegar a desencadenar una inflamacion crénica, la cual puede generar lesiones
en el organismo. Por otro lado, el CasNa podria estar fungiendo como

inmunomodulador, al inducir la expresion, de manera controlada, de citocinas y
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metabolitos presentes en un proceso inflamatorio, que han demostrado generar
multiples beneficios en la homeostasis y la salud de los individuos, con lo que se
incrementa la posibilidad de emplear el CasNa como potencial agente terapéutico
para el tratamiento y prevencion de diversos trastornos, como los

cardiovasculares.

Existen reportes donde indican que la inflamacion estimula la mielopoyesis
en médula 6sea pero provoca una disminucién de la linfopoyesis, desplazandola a
un sitio extramedular. ueda et al 200s), Concordando con lo anteriormente expuesto, el
tratamiento con CasNa redujo la proporcion de células B en la medula 6sea que
incorpora BrdU, pero interesantemente se incremento en el bazo (Figura 26),
indicativo de una linfopoyesis en bazo (ueda et a 2004). La hematopoyesis
extramedular considerada un mecanismo compensador en pacientes con anemia
cronica o0 por supresion medular postquimioterapia, para responder tanto a la
demandas basales como las emergentes, con la formacion de células
hematopoyéticas en organos que cumplieron esta funcién en la vida fetal, como el
bazo e higado, se caracteriza principalmente por un incremento de tamafio en
dichos 0rganos (rosada et. al., 2007, Naranjo et. al., 2001)- Al realizar la diseccion del bazo de
los ratones de los diferentes grupos, observamos un incremento considerable en
su tamafio, tanto en los ratones tratados con Albumina como con CasNa, lo cual
fue corroborado con la determinacion del indice esplénico, garantizando asi que el
incremento del peso del bazo es por el tratamiento y no debido a una diferencia en
el peso de los ratones. El hecho de que el CasNa active la linfopoyesis B en bazo,
se suma a las evidencias de hematopoyesis estirpe eritroide y granulocito-
macrofago, dado que fue alli donde se desarrollaron durante la etapa fetal,
aunado al papel de almacenaje de células sanguineas, maduracion y/o
destruccion de eritrocitos ademas de ser un punto de reconocimiento de antigenos
y respuesta inmunolégica tanto celular (macréfagos y polimorfonucleares) como

humoral (linfocitos B) en la etapa adulta (cesta 2006)-
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Por otro lado, se observd que la poblacién de timocitos doble positivos
(CD4"CD8") provenientes de ratones tratados con CasNa, también incorporaron
mas BrdU que los controles, lo cual indica que estas células proliferan en
presencia de CasNa, lo cual correlaciona con el incremento en el nimero de
timocitos e indice timico, evidencia de que existe induccién de linfopoyesis T.
Estos datos se contraponen a las evidencias de que la inflamacion inhibe la

proliferacion de linfocitos T y su diferenciacion hacia CD4" 0 CD8" (punn et. al, 1097)

Para que se lleve a cabo la linfopoyesis es fundamental la liberacién de
citocinas como la interlucina 2 (IL-2), IL-7 e IL-15 (rumfelt et al 2006, Averil et al 2006, Fry 2005)-
Para nuestra sorpresa el CasNa indujo un incremento en los niveles en suero de
IL-7, IL-2 e IL-15, en suero aunque las dos ultimas también se incrementaron en
presencia de Albumina. Estos datos refuerzan la idea de que el CasNa induce la

linfopoyesis.

En sintesis, nuestros ensayos revelan que al administrar de CasNa in vivo,
esté acta como un agente pro-inflamatorio, induce la activacion de células
fagociticas, estimula la liberacion de marcadores de inflamacién de fase aguda,
como la ceruloplasmina, sin embargo no llega a desencadenar inflamacion
cronica, promueve la linfopoyesis B en bazo y de células T en timo, ademas
provoca incremento en los niveles en suero de las citocinas IL-7, IL-2 e IL-5,
basicas de la linfopoyesis. Este conjunto de datos indica que el CasNa es un
agente proinflamatorio muy particular, ya que se conoce de otros estudios que no
induce la produccion de TNF o IL-1, lo cual nuestro grupo de trabajo lo ha
confirmado, todo lo anterior aunado a que induce granulocitos funcionales
después de estimular la granulopoyesis, via G-CSF, por lo que es recomendable
estudiar la posibilidad de que el CasNa pueda usarse como medida profilactica en

pacientes ocupacionalmente expuestos a agentes infecciosos.
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CONCLUSIONES

e EI CasNa es un pro-inflamatorio, su administracion induce inflamacion
aguda

e El CasNa estimula la linfopoyesis extramedular en bazo y timo.
e EIl CasNa estimula la secrecién de IL-7.

e La Albuminay el CasNa, estimulan la liberacion de IL-2 e IL-15.

PROSPECTIVAS

e Analizar si los linfocitos en bazo son Linfocitos B virgenes 6 de memoria
como consecuencia de una respuesta inmune.
o Evaluar la estadios inmaduros de la linfopoyesis tanto B como T

. Analizar el efecto del CasNa en células NK
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