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RESUMEN

Las interleucinas 1 y 2 (rhIL-1 e rhIL-2), fueron primeramente descritas
camo  factores que afectaban la proliferacidn de linfocitos T. Actualmente se
concce, que estas dos interleucinas pueden influir aunque de manera indirecta,
en la proliferacidn y diferenciacidn de células mieloides.

Con la finalidad de determinar el efecto de 1a rhil-l y rhIL-2 en la
proliferacidn y diferenciacién de células mieloides, se cultivaron células de
las lineas leucdnicas murinas WR19M.1 de tipo macrofdgico y WEHI3ED de tipo
mielamonocitico en presencia de estos 2 factores. Asimismo se observd el
efecto de la rhIL-l sobre la diferenciacién de c€lulas de leucemia mieloide
humana. Por dltimo se determind el efecto proliferador y diferenciador de
ambas interleuwcinas en macréfagos residentes e inducidos de la cavidad
peritoneal de ratdn.

Para ello, se utilizaron cultivos en suspensidn y en bicapa de agir. La
proliferacién celular fu€ evaluada por conteo celular y de colonias; la
diferenciacién celular fue determinada por medio de la aparicién de receptores
para Fc a través de la formacidn de rosetas, por fagocitosis de particulas de
1dtex y secrecidn de lisozima,

Los resultados obtenidos muestran que la rhIL-1 es un fuerte inductor de
la aparicién de receptores para F¢ en las 1fneas WRI9M.1 y WEHI3BD Yy
ligeramente en las células lewémicas de 3 pacientes con leucemia mieloide.
Ademfs, estimula la fagocitosis inespecifica de part{culas de litex en la
linea leucemica WEHI3BD y no presenta ningin efecto en estimular la
proliferacién celular de estos tipos de leucemias. Por otro lado, se encontrd
que la rhIL-2 es un fuerte factor mitogénico, ya que estimula la proliferacion
celular tanto de la WRI9M.l camo de la WEHI3BD , pero un factor mitogénico
pobre cuando se evalud su efecto tanto en macrSfagos residentes como inducidos
de la cavidad peritoneal.

Consideramos que estos resultados revisten de cierta importancia pues si
la rhiL-1 fuese capaz de inducir en forma general la diferenciacién funcional
de células leucémicas de tipo mieloide, entonces este factor tendria una muy
Gtil aplicacidn clfnica en pacientes con este tipo de enfermedades, debido a
su efecto sobre el incremento en la expresién de receptores para Fc, asi camo
del aumento de la actividad fagocitica de este tipo de células.



2.1

3.1

OBJETIVOS

QBIETIVOS GENERALES

Determinar el efecto de los factores de crecimiento
hematopoyético rhil-1 y rhIL-2 scbre la proliferacidn y
diferenciacidn de c¢élulas leucémicas mieloides de ratdn.

Determinar el efecto de la rhIL-1 scbre la diferenciacich de
células leuwceémicas mieloides humanas.

Determinar el efecto de la rhIL-1 y rhIL~2 sobre 1la
proliferacich y diferenciacich de células macrofdgicas
normales de 1la cavidad peritoneal de ratdn.

ORJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto de la rhil-l y rhIL-2 sobre la
proliferacién celular, la aparicidn de receptores para Fc, la
fagocitosis de particulas de litex y la secrecidn de lisozima
en la linea de tipo macrofdgico WR19M.l y en la linea de tipo
mielomonocitico WEHI3BD .

Determinar el efecto de la rhilL-l1 sobre la aparicidn de
receptores para Fc¢ en células de pacientes con leucemia
mieloide aguda (IMA) y lewcemia mieloide crénica (LGC).

Determinar el efecto de la rhIl-l1 sobre la aparicion de
receptores para Fc en macrdfagos residentes de la cavidad
peritoneal de ratdn,

Determinar el efecto de la rhIl-2 scbre la proliferacidn
celular de macréfagos residentes e inducidos de la cavidad
peritoneal de ratdn.



INTRODUCCION

La hematopoyesis, es el proceso mediante el cual células sanguineas
maduras se derivan de células tallo multipotenciales localizadas en la médula
dsea (1,2). Debido a que las células sanguineas tienen un tiempo de vida corto
(1,3), la regulacifn de su produccifn es el resultado de un fino balance entre
las moléculas estimuladoras e inhibidoras y de las c€lulas producidas que
responden a &stas moléculas {4,5).

Estas mpléculas que requlan de manera positiva o negativa la
hematopoyesis son conocidas camo factores de crecimiento hematopoyético (HGFs
del ingldés, hematopoietic growth factors), los cuales tienen un papel
primordial en la sobrevivencia, proliferacién, diferenciacidn y activacidn
funcional de las células hematopoyéticas (6). la accidn de los HGFs es
requlada por receptores para los factores de crecimiento scbre células
precursoras y celulas efectoras maduras (7). A través del transcurso del .
tiempo, distintos HGFs han sido identificados y agrupados de acuerdo a sus
actividadas especificas scbre poblaciones de células blanco . Actualmente los
HFGs se han clasificado en 3 grupos de acuverdo al efecto que presentan scbre
un cierto tipo de c€lula blanco (8): 1) en el primer grupo se incluye a los
factores que por si mismos no tienen ningun efecto directo en la proliferacidn
celular hematopoyética, pero al actuar sobre las células tallo las hacen mds
susceptibles de responder a estos factores de crecimiento (9,10}, tal es el
caso de interleucina-l (IL-1), interleucina-4 (IL-4) e interleucina-6 (IL-6) ;
2) en el segundo grupe se incluye a los factores que afectan de manera directa
la proliferacidn celular hematopoyética a nivel de células progenitoras, tales
cano  interleucina-3 (IL-3) y el factor estimulador de colonias de
macr&fagos-granulocitos (@4~CSF del inglés, colony stimulating factor for
macrophages-granulocytes) (11,12) y 3) en este grupo se incluyen a los HGFs
que afectan exclusivamente la diferenciacidn teminal de células
hematopoyéticas hacia células efectoras maduras y gue actdan en linajes
especificos, tales came factor estimulador de colonias de macrofagos (M~CSF
del inglés, colony stimulating factor for macrophages}), factor estimulador de
colonias de granulocitos {G~CSF del inglds, colony stimulating factor for
granulocytes), interleucina-5 (IL-5) y eritropoyetina (Epo) (13,14). Asimismo,
han sido descritos otros factores que regulan d&e manera negativa la



proliferacidn hematopoyética (5}, tales como factor de necrosis tumoral (TNF
del inglés, tumor necrosis factor), factor de crecimiento transformante beta
{TGF-# del inglés, transforming growth factor beta), lactoferrina (LF),
transferrina  (TF), isoferritinas acidicas (AIF del inglds, acidic
isoferritins}, prostaglandinas del tipo-E y todos los tipos de  interferones
conocidos {IFNs) (15,16,17).

M&s recientemente, los genes de algunos factores de crecimiento
hematopoyético humanos y de ratdn han sido molecularmente clonados y sus
secuencias de  4cidos nucleicos y  proteinas  han  sido  conparadas
{3,18,15,20,21). En ciertos casos las secuencias de los genes de los HGFs han
sido sintetizados en células animales, bacterianas y en sistemas de expresién
utilizando levaduras (22,23). La caracterizacidn molecular de estos factores
ha permitido estudiar su efecto tanto en la mielopoyesis camw en la
linfopoyesis en sistemas animales y en cultivos celulares in  vitro,
permitiendo asimismo evaluar su posible aplicacidn terapdutica (8,24).

El aislamiento de 1liheas celulares y la disponibilidad de los HGFs
recombinantes, hacen posible el estudio del papel que juegan estos factores
sobre la actividad bioldgica en células hematopoyéticas normales como
transformadas (25). Dos ejemplos de lineas celulares aisladas son la linea
transformada  de tipo  macrofdgico WRLIM.1 y la linea leucdmica
mielamonocitica WEHI3BD™ {26,27), de las cuales se conoce relativamente poco
acerca del efecto de los HGFs sabre su actividad proliferadora v
diferenciadora; siendo de vital inportancia el estudio de estas lineas, ya que
pueden aportar alguna aplicacidn a nivel terapéutico en pacientes con algln
tipo de leucemia. Asimismo, recientemente ha sido descrito que otra serie de
© factores gue en un inicio se creia que afectaban exclusivamente al sistema
linfoide, como e5 el caso de IL-1 e IL-2, shora es conocido que también tienen
un efecto en el sistema mieloide (28,29). En el caso de IL-1 originalmente fud
descrita como un factor cooperante para inducir la proliferacidn de células T
(30), asi como de mediar ciertas respuesta immunes e inflamatorias (31,32);
sin embargo, a&hora es conocido su efecto en cflulas mieloides debido a que
hace mds susceptibles a células progenitoras indiferenciadas hematopoyéticas a
responder a factores de crecimiento especificos (10,33), pero no es conocido
que por si misma tenga efecto en la proliferacidn y en la diferenciacidn
celular, Por otro lado IL-2, aunque en un inicio fué descrita como un factor
de crecimiento exclusivo de linfocitos T (34,35), actualmente se sabe gque
puede afectar la proliferacidn de c¢3lulas mieloides del linaje monocitico en



cultivos no homogéneos de células de médula dsea, en conjuncién con interferon
gamma {IFN-Y) (29).

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo tuvo como finalidad
evaluar si las interleucinas 1 y 2 recambinantes humanas (rhiL-! y rhIL-2),
pueden participar en la induccidn a la proliferacidn o a la expresidn de
receptores Fc en poblaciones hamogéneas de células mieloides, para ello, se
utilizaron dos lineas leucémicas de ratdn : la WR19M.1 de tipo macrofdgico y
la WEHI3BD de tipo mielamonocitico, asi camo de cflulas provenientes de
pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA). Esto permitird conocer por un
lado si estos factores tienen alguna propiedad diferente a las ya descritas y
por otro lado, dependiendo del efecto que presenten en estos tres tipos de
leucemias, su posible utilizacién con fines terapéuticos.

Con ello se pretende contribuir al conocimiento de la actividad bioldgica
que tienen estas interleucinas sobre la proliferacidn y diferenciacién de
cdlulas leucémicas mieloides y que aun no han sido descritas, tratando de
aportar alguna aplicacidn clinica para los pacientes leucémicos, utilizando
estos factores de crecimiento y por medio de la manipulacién de niveles de
requlacidh.



MARCO TEORICO

En el hombre adulto normal, todos los eritrocitos, granulocitos y
plaquetas que circulan en la sangre periférica, son producidos en la médula
dsea mediante un proceso llamado hematopoyesis (36) (Figura 1).

UN MODELO DE HEMATOPOYESIS

Célula tallo
pluripotente

-3 IL-3
Megacariocito M-CSF 1@1—CSF
Epo 1 + @mst@:-cs&* @
S
- @
Células Plaquetas Monocito n e b

rojas
M-CSF :
@-CSF Granulocites

Macréfago

Figura 1. Este modelo de  hematopoyesis, ilustra el principio
aceptado generalmente, de que todas las células sanguineas se
derivan de una célula tallo camin a través de un nmero de



linajes discretos de cé€lulas progenitoras. La célula tallo
hematopayética pluripotencial en el eje del diagrama se presenta
en un sistems hematopoyético maduro. La divisidn de esta célula
da origen a células tallo hematopoyéticas pluripotenciales y a
series de células progenitoras que generan los diferentes linajes
{18,39,48,49). Las diferentes células progenitoras las cuales son
identificadas en los sistemas de cultivos in vitro son la unidad
formadora de colonias de granulocito, eritrocito, wmonocito,
megacariccito  (CFU-GEMM del inglés, colony forming unit,
granulocyte, erythrocyte, monocyte, megakaryecyte), la de
eosindfilos (CFU~Bo del inglds, colony forming unit-eosinophil,
la de granlacitos y macrdfagos (CFU~GM del inglés, colony
forming unit, granulocyte-monocyte, la de eritrocitos {CFU-E del
inglés, colony forming unit-erythrocyte) y la de  grupos
eritroides {BFU-E del ingles burst forming unit-erythocytel. Las
abreviaciones para los linajes hematopoyéticos son  n,
neutréfilos; e, eosindfilo; b, basbfilo; m, monocito/macréfago;
E, eritrocite y M, megacariocito (50).

La mfdula dsea estd involucrada no solo en la generacidn de las células
de la sangre (18,37), sino también de linfocitos B, precursores de linfocitos
P (38,39) y de varios tipos de células asociadas con la operacién del sistema
immune (Figura 1). Estas células accesorias incluyen cflulas especializadas
que presentan antigeno, tales camo; macrdéfagos (37), células dendriticas
(40}, células intratimicas {41), células de Langerhans (42,43) y células
efectoras asociadas con las defensas inmunoldgicas tales camo neutréfiloes,
eosinbfilos (18,37), basdfilos (37), wmonocitos (18,37), células mast
(basSfilos) (44,45) y células asesinas naturales (NK del inglds, natural
killer) (46,47).

Células tallo hematopoyéticas pluripotenciales

La evidencia de la existencia de células tallo hematopoyéticas
pluripotenciales se deriva de experimentos in vivo en los cuales células de



médula dJsea fueron transferidas a hospederos irradiados. Marcadores
cramosémicos nicos han sido usados para demostrar que las células mieloides y
linfocitos T y B en estos animales. hospederos pueden provenir de una célula
tallo comin (39,51). El ensayo estdndar para las células tallo hematopoy&ticas
pluripotenciales ha sido el ensayo de la unidad formadora de colonias del
bazo (48) o CFU-s, el cval se basa en la cbservacién, de que 1la inyeccidn de
niimeros graduados de células de médula dSea a ratones hospederos irradiados,
resulta en la aparicidn de colonias macroscdpicas discretas en el bazo.

Es importante mencionar, que las células progenitoras que dan lugar a los
8 tipos sanquineos conocidos, han sido detectados por medic del ensayo del
CFU-s; asi tenemos que se conocen dos tipos de progenitores para la serie
eritroide, wuno designade como temprano; conocido ¢ano BFU-E, el cual se
caracteriza por originar colonias macroscdpicas eritroides en el bazo con poco
potencial de autorrenuevo, y el otro designado cawo tardfo o CFU-E, el cual
origina colonias eritroides pequefias con un alto potencial de autorrenuevo
(52,53). Asimismo, se han detectado células unipotentes porque dan lugar a un
solo tipo de célula diferenciada, tales camw las células progenitoras para
megacariocites o CFU-Meg {54), para eosindfilos o CFU-Eos y bipot_enciales por
su capacidad de dar origen a mis de un tipo celular sangufneo, como la unidad
formadora de colonias de macréfagos-granulocitos o CEFU~G4 (56).

El sistema hematopoyético

Todas las c&lulas sanguineas maduras se derivan de células tallo, las
. cuales se originan durante el desarrollo embrionario. Estas células tallo, las
cuales en el adulto estan localizadas en la médula dsea, son capaces de
proliferar y producir mds células tallo (un proceso llamado auto-renovacidn) o
dan origen a células mds diferenciadas (un proceso conocido camo
comprometimiento) (18,37). Estas células progenitoras camprametidas pueden
entonces experimentar posteriormente proliferacidn y desarrollarse para
producir célula; sanguineas maduras (2) dentro de ambientes especializados
localizados en la médula osea, la cual provee de un soporte estramal, que
permite a las células tallo que se desarrollen y maduren hacia células
diferenciadas (Figura 2). Estudios in vitro de la capa estramal de cultivos
de médula dsea a largo plazo, han demostrado que estd coampuesta de
fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y macrdfagos, ademss de una
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matriz  extracelular conteniendo los tipos I y IV de coldgena,
glucosaminoglucanos, fibronectina y laminina (56,57). Las c&lulas tallo
hematopoydticas totipotentes se localizan dentro de la capa estramal y dan
lugar a células progenitoras con una funcién especffica y entonces son
liberadas en el torrente sanguinec (58). Esta secuencia de eventos, ha
sugerido la posibilidad de que las células tallo totipotentes puedan
permanecer en la mfdula dJsea debido a un enlace selectivo a receptores
especificos de superficie celular presentes en células estramales o a la
adhesion a moléculas presentes en la matriz extracelular (59). E1
microambiente de la médula dsea juega un importante papel en la regulacién
para liberar la progenie hematopoyética madura a través de la modulacién de
protefnas de adhesidn especificas, y ésto es un drea de investigacién activa
en el presente (59).

MICROAMBIENTE DE LA MEDULA OSEA

)
5, TEF
, Tehr Y o
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Pigura 2. Interacciones moleculares en el microambiente de la médula,
Tamado de Ref. 60.



Es claro por lo anteriormente descrito, que actualmente el sistema
hematopoyStico sea considerado como un campartimiento dindmico, en el cual se
encuentran células en varias etépas de diferenciacidn, comprometimiento y
desarrolle, interaccionando con moléculas presentes tanto en la superficie de
las cé&lulas estramales como de aquellas presentes en la matriz extracelular.
El resultado final de este proceso, es que los nimercs apropiados de tipos
celulares sanguineos maduros son producidos de acuerdo a la necesidad del
organismo. Evidentemente, el sistema hematopoyético estf organizado para
asequrar que esta capacidad regenerativa persista a través de la vida y que
exista flexibilidad suficiente para mantener el estado normal de la produccidn
de uno o mds tipos celulares, ademds de su capacidad de responder a ciertas
situvaciones de stress tales camo; hemorragias, hipoxia o infecciones (2},

Sistemas in vitro para el estudio de la hematopayesis

El crecimiento y diferenciacién de células hematopoyéticas, ha sido
estudiado in vitro en 2 clases de sistemas: 1} cultivos a corto plazs (menos
de 3 semanas) en los cuales, el crecimiento y la diferenciacidh es demostrada
ficilmente con factores de crecimiento solubles y 2) cultivos a largo plazo
{cultivos Dexter) (3 meses o mis) (61), los cuales dependen de una monocapa de
células estramales, dentro de las que se incluyen células endoteliales,
fibroblastos, adipocitos y macrdfagos, los cuales mantienen la proliferacidn
continua de células tallo hematopoyéticas pluripotenciales asequrando de esta
manera Su progenie. Asimismo es interesante destacar la existencia de un
tercer sistema mis reciente para el estudioc de 1la Qiferenciacidn
hematopoyética y que ha sido el desarrollo de lineas de células progenitoras
hematopoySticas factor-dependientes (62).

1) Evaluacién de colonias para progenitores hematopoyéticos.

El descubrimiento de la formacidn de colonias in vitro para células
progenitoras hematopoyéticas fué un eventa clave para el estudio de los
mecanismos involucrados en el desarrollo, proliferacidn y maduracidn in vitro
de c8lulas de médula Jsea. Pluznik y Sachs (63) y Bradley y Metcalf (64),
observaron que progenitores hematopoySticos podfan dar origen a colonias
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discretas de cdlulas diferenciadas cuando eran sembrados en presencia de una
capa alimenticia de fibrdblastos de origen embrionario. El crecimiento de
estas colonias fu€ absclutamente dependiente de la presencia de la capa
alimenticia de fibrablastos. Subsecuentemente se mostrd que el papel de la
capa alimenticia era producir factores de crecimiento solubles, y que é&stas
cflulas podian ser reemplazadas por su medio condicionado (65,66).

2) Cultivos de médula dsea a largo plazo.

El sistema de cultivo de médula dSea a largo plazo desarrollado por
Dexter y colegas (61), estd basado en el establecimiento in vitro de una capa
adherente constituf{da de una mezcla de células estramales derivadas de mé&dula
dsea. la seleccidn cuidadosa de suerc de caballo y la adicidn de suero fetal
de caballo e hidrocortisona (67,68), son factores importantes en el
establecimiento de capas adherentes efectivas, capaces de mantener el
crecimiento de células hematopoyéticas. En el procedimiento original de Dexter
(61,68), despuds del establecimiento de una monccapa de células estramales de
un indeulo inicial de células de médula dsea, un sequndo indculo de cdlulas de
médula dsea fu€ adicionado. La temperatura dptima para la produccién de
cflulas tallo fu€ de 33 °C, y tipicamente los cultivos fueron depletados de la
mitad de las células no adherentes y el medio cambiado semanalmente. Tales
cultivos suponen proliferacién de celulas talle hematopoyéticas
pluripotenciales incluyendo CFU-s (69) y cflulas capaces de generar
linfocitos en hospederos irradiados (69,70).

3) Lineas de células progenitoras hematopoyeticas dependientes de
factores de crecimiento.

Una importante avance para el estudio in vitro de la diferenciacidch de
células de médula Gsea, ha acontecido a partir del descubrimiento, de que
coflulas progenitoras hematopoyéticas pueden crecer in vitro camo poblaciones
clonales, cuando factores de crecimiento especificos estan presentes. Estas
1fneas se dividen en dos grupos: el mejor caracterizado estd formado por
lineas que consisten de poblaciones homogéneas de células relativamente bien
diferenciadas y que comparten muchas caracteristicas con células mast
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(basdfilos) (10,39,40). El segundo grupo estd campuesto de lineas con
pablaciones heterogéneas de células, las cuales muestran una variedad en su
carprometimiento y potencial diferenciador; por ejemplo, una linea puede
diferenciarse a bas&filo o megacariocito (71,72). El crecimiento y la
capacidad de autorrenovacién de estos dos grupos de 1ineas difiere, pero
ambas muestran el requerimiento camin para un factor de crecimiento que ha
sido llamado factor estimulador de células persistentes (73).

FACTORES DE CRECIMIENTO HEMATCPOYETICOD

A partir de los estudios realizados por Leo Sachs y por Donald Metcalf
en la dfcada de los 60s, se hizo evidente que en la regulacién de la
maduracidn, sobrevivensia, proliferacidn y diferenciacidh d2 las células
mieloides, participan ciertos factores humorales de naturaleza gluccproteica,
actualmente designados camo factores de crecimiento hematopoyético o HGFs
(23). Estos inductores del crecimiento hematopoyético, camprenden una familia
de polipétidos glucosilados, muchos de los cuales han sido definidos por su
habilidad para indweir el crecimiento y desarrollo de colenias de c2lulas
hematopoyéticas de varios linajes in vitro, cominmente usando sistemas de
cultivo en gel suave (64,65). El grupo de Leo Sachs, fué el primero en
reportar la formacidn de colonias de precursores hematopoyéticos, las cuales
consistian principalmente de macréfagos y granulocitos por lo cual designé al
factor responsable de esta propiedad cam inductor de macréfagos |y
granulocitos (MGI del ingles, macrophage and granulocyte inducer) {74}, un afio
mis tarde el grupo de Donald Metcalf usando un sistema de cultivo similar pero
empleando cflulas de médula &sea en lugar de células de bazo, design§ a esta
misma molécula camo factor estimulador de colonias (CSF del inglés, colony
stimilating factor) por su habilidad de soportar el crecimiento de células de
médula &sea en cultivos semisblidos (75,76,77,78), por lo que tambisn fud
llamado por el grupo de Austin, McCulloch y Till camo actividad estimuladora
de colonias (CSA del inglds, colony stimulating activity) (79).

A partir de estos estudios cldsicos realizados por estos dos grupos de
investigacidn, se hizo evidente que en la regulacidn de la hematopoyesis
participaban al menos dos tipos de factores humorales. Sin embargo, mis
recientemente ha sido descrito que en la regulaciSn humoral de la
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hematopoyesis pueden participar otra serie de factores que inicialmente se
sabfa solo afectaban al sistema linfoide tales camo; interleucina-l (IL-1},
interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e
interleucina-6 (mL-6) (80,81},

Actualmente existen dos escuelas principales de pensamiento que explican
la manera en que estos factores controlan la proliferacidn y diferenciacidn
del sistema hemato-linfoide. La escuela de Leo Sachs postula la existencia de
una familia de moléculas que estimulan principalmente la proliferacidn celular
del -campartimiento mieloide designadas camo MGI-1 (82,83), y otras con
propiedades principalmente diferenciadoras llamadas MGI-2 (82,84), producidas
por las células mieloides en respuesta al MGI-l. Por otro lado, la escuela de
Donald Metcalf afirma que la hematopoyesis es regulada por una serie limitada
de factores de crecimiento (85,86), los cuales actidan en diferentes estadios
del desarrcllo hematopoyético, asi tenemos que interleucina-3 (IL-3) (87), ha
sido descrita camo un factor que estimula la proliferacidn y desarrollo de
células progenitoras inmaduras; el factor estimulador de colonias de
macrdfagos-granulocitos (GM-CSF) (22,88), el cual estimula la proliferacién de
células mieloides en etapas intermedias d@ su desarrollo; el factor
estimalador de colonias de granulocitos (G-CSF) (89) y factor estimulader de
colonias de macrSfagos (M-CSF} (77,90}, los cuales participan principalmente
en la diferenciacifn terminal de este tipo de cflulas.

Recientemente, los genes gque codifican para muchas de estas moléculas han
sido clonados y expresados tanto en sistemas bacteriancs como en levaduras
(22,23),  cobteniéndose de esta manera los factores de crecimiento
hematopoy@tico en forma recambinante. La disponibilidad de estas moléculas en
forma recambinante ha permitido evaluar su posible potencial como requladores
de la hematopoyesis in vivo, asi como evaluar su utilidad con fines
terapfuticos en cierto tipo de enfermedades congénitas, sindrames
mielodisplisicos y en leucemias mieloides agudas (2,24).

Los HGFs son activos in vitro a concentraciones nanogramicas (23) y
pueden servir caw cofactores para estimular células en diferentes etapas de
la diferenciacidn hematopoyética, y en muchos casos sobre linajes diferentes
(23,91,92). Mgunos de estos factores de crecimiento promeven la
proliferacidn y diferenciacidn de células tallo muitipotentes (2,93); sin
embargo, existen otras moléculas que por si mismas no son prawtoras del
crecimiento de estas células, pero que pueden sinergizar con los HGFs (22) y
producir la proliferacidn y desarrollo de células primitivas (2,94).
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Papel de los factores de crecimiento en la hesatopoyEsis

Relativamente poco es conocido acerca del papel de los HGFs en la
regulacidn de la hematopoyesis in_ vivo, Se sabe que es necesario
suministrar grandes cantidades de estos factores al interior del organismo,
para observar un efecto bioldgico (95,96). Sin embargo, es importante
mencionar gue de los diversos HGFs utilizados en estudics clinicos, en la gran
mayorfa de los mismos se ha correlacionado el efecto observado tanto in
vitro cawo in vivo (Tabla 1).

Aplicaciones terapéuticas de los factores de crecimiento

Los resultados de estudios clinicos con factores de crecimiento
hematopoyético son alentadores y las aplicaciones potenciales son numerosas
(97) (Tabla 2).

En el largo contexto de la defensa del organismo, esta capacidad puede
ser vista caw un mayor avance en Medicina. Por primera vez, los médicos
pueden regular el cawportamiento de las c&lulas sanguineas de sus pacientes;
esta requlacidn, provee una unica forma de tratamiento que permite incrementos
generalizados en la defensa del organismo y también incrementos especifices en
el nfrero de clulas efectoras para contrarrestar infecciones y supresidn de
médula Ssea (98).
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Tabla 2. Jplicaciones terapduticas de los factores de crecimiento

hematopoyético.
Factores Aplicaciones clinicas
G-CSF - Neutropenia inducida por quimicterapia.
' - Neutropenia asociada con transplante de médula dsea
autéloga.
- Neutropenia asociada con leuwcemia de las c€lulas
velludas.

- Sfndromes mielodisplisicos.
- Neutropenia clinica.

- Neutropenia idicpdtica.

- Neutropenia congénita.

M-CSF - Neutropenia inducida por quimicterapia.
- Neutropenia asociada con transplante de médula dsea
autdloga,
- Neutropenia crénica de nifios.
- Terapia de melanama y heurablastama.

M-CSF - Neutrcpenia inducida por quimioterapia,

- Neutropenia asociada con transplante de mddula dsea.

= Sfndrames mielodisplésicos.

- Anemia aplistica.

- Leucopenia en SIDA {Sfndrome de
Inmunodeficiencia adquirida).

- Progenitores circulantes incrementados para uso en
transplante en médula autSloga,

-1 ~ Tratamiento del cahcer de colon con S-flucracilo

-3 - Tratamiento de pacientes con fallas en la mSdula dsea.

Epo ~ Anemia asociada con la etapa final de enfermedad
renal.
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGIOOD

El material biol&gico utilizado en este trabajo consistié en ratones de
la cepa CDl-Zaragoza, los cuales se usaron camo fuente de macrdfagos
residentes e inducidos de la cavidad peritoneal. Se utilizaron 25 ratones
aproximadamente de los cuales solo 20 fueron erpleados debido a pérdida de
los mismos por muerte al ser mal inyectados y por contaminacidn con
eritrocitos al mamento de la extraccifin de las células. Cerca de 9 x 107 y2x
106 células fueron obtenidas de la cavidad peritoneal de los ratones, de las
cuales el 50% eran macréfagos residentes e inducidos respectivamente.
Asimismo, se enmplearon dos lineas leucdmicas de ratén; la linea transformada
de tipo macrofagico WRI9M.1 (gentilmente donada por el Dr. Jay C. Unkeless;
Mount Sinai School of Medicine, New York, EEUU) y la 1fnea mielamonacitica
WEHI3ED (gentilmente donada por el Dr. Michael Dexter; Paterson Institute for
Cancer Research Manchester, Inglaterra).

El material humano empleado consistid en 2 muestras de sangre periférica
de pacientes con leucemia mieloide aguda (IMA), proporcionadas por el
Hospital de Especialidades "La Raza" (IMSS) y de un paciente con leucemia
granulocitica crdnica (I6C), la cual fud proporcionada por el Hospital
General de México {SSA).

CGBTENCION DE CELILAS LEUCEMICAS

Sangre periférica de pacientes con IMA fu€ cbtenida utilizando jeringas
hipodérmicas heparinizadas con una solucidn de heparina a una concentracidn de
‘1060 U/ml (Elkins-Sinn, Inc., EEW]). Para la obtencidn de 1las cflulas
mondnucleares  (lewc&nicas), se utiliz6 un gradiente de densidad de
Ficoll-Histopaque a una densidad de 1.077 (Sigma Chemical Company, EEUU)
{100). Para ello 5 ml de sangre periférica diluida 2:1 con medic esencial
minimo de Eagle (MEM) fuf centrifugada a 800 g por 30 minutos; despufs de
transcurrido este periodo de tiempo, la capa de células blancas mononucleares
fuf retirada de la interfase con la ayuda de una pipeta estéril. Las células
as{ dbtenidas, fueron lavadas 2 veces para eliminar el exceso de ficoll.
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Los tipos leucdmicos fueron diagnosticados de acverdo a la clasificacidn
de la FAB (French-American-British) de LMA (101) (hApéndice 1).

QBTENCION D MACROFAGOS RESTOENTES E DNDUCIDOS

Para la cbtencin de macréfagos inducidos de la cavidad peritoneal, 3 ml
de una solucidn de caseinato de sodio (Laboratorios Difco, Michigan, EEUU) al
108 en solucidn  amortiguadora de fosfatos (SAF), fué  inyectada
intraperitonealmente en ratones. Despuds de 4 dias, los ratones fueron
sacrificados por dislacacidn cervical. Para obtener las clulas de la cavidad
peritoneal, 10 ml de SAF se inyectaron y las células fueron recuperadas al
retirar este mismo volifmen. Esta operacidn fuS repetida 2 veces mas para
obtener la mdxima cantidad de células posibles.

En la obtencidn de macrSfagos residentes de la cavidad peritoneal, los
ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical y las células de 1la
cavidad son obtenidas al inyectar .10 ml de SAF y recuperar este mismo
voldmen. Esta operacidh es repetida al menos 5 veces para colectar la méxima
cantidad de células posibles.

Con la finalidad de enriquecer la poblacifn macrofdgica, las células
obtenidas fueron incubadas a 37 °C por 1 hr, despuds de transcurrido este
tiempo las clulas no adheridas son retiradas de las cajas de cultivo y
Ghicamente las células adherentes con morfologfa tipicamente macréfigica
fueron utilizadas.

CONDICTOMES DE CILYTVO CELULAR

Ltas células de las lineas WRI9M.1 y WEMI3BD , fueron cultivadas en
suspensicn durante 4 dfas en MEM suplementado con 10% de suero fetal de bovino
(SFB: Microlab, Mexico), Estreptamicina (100 ug/ml), penicilina G {100 U/ml) y
bicarbonato de sodic {3.7 g/1) fueron adicionados al MEM antes del cultivo,
ajustado a un pH de 7.2 y esterilizado por medio de filtracidh a travds de
merbranas (Millipore, EEUU} con didetro de 0.22 micras, Los cultivos
celulares fueron realizados tanto en platos de cultivo de 35 x 10 mm
utilizando 2.5 x 104 células de WEHI3BD (2.5 ml) {Nunclon, Dinamarca) camo en
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placas de 96 micropazos (250 ul} {Nunclom) utilizands 2.5 x ].C)3 células de

WR1M.l en presencia de 12 ng/ml de rhil-1, 1000 U/ml de rhIL-2, 200 U/ml de
rhGM-CSF  y 20 ug/ml de rhG~CSF (gentilmente donados al laboratorio por David
L. Urdal, Immunex Corporation, Seattle, EEUU).

Por otra parte, las c@lulas mononucleares provenientes de sangre
periférica de IMA se cultivaron en suspensidn en RPMI 1640 (Sigma Chemical)
suplementado con Znd de L-glutamina (Sigma Chemical) y 108 de SFB, en
presencia de 0.8 ng/ml de rhIL-l durante 4 dias. )

Finalmente, los macrdfagos residentes e inducidos de la cavidad
peritoneal de ratdn, se cultivarcn en suspensidn de 4 a 6 dias y en cultivo en
bicapa de agir por espacio de 7 dfas (102,103). Para los cultivos en agir se
utilizd agdr (Bacto agfr, laboratorios Difco) y MEM suplementado con 10% de
Suero de Caballo {SC: Lab. d&e Dif. Cel. y Cinc., Mexico) y MEM a una doble
concentracidn durante 7 dfas. El cultivo en suspensién se realiz§ en
micropozos de 96 (250 ul} {(Nunclon) y el nimero de células sembradas varié
de acuverdo a la cantidad de cflulas extraidas de la cavidad peritoneal., Los
cultivos en bicapa de agdr se realizarcn en pozos de 24 (0.75 ml) (Costar,
Mark II, EEUU) y el ndmero inicial celular fuf de 1 x 10° células/pozo de
macréfagos residentes e inducidos, en presencia de 2 ng/ml de rhM-CSF, 1000
U/ml de rhIL-2 y 2000 U/mnl de rhImm-~Y, '

Todas los cultivos celulares fueron realizados en una atmSsfera al 10%
de 002 a 37 °C y con una humedad relativa del 95% en incubadora (Forma
Scientific, EBEUU). Todos los sueros utilizades en los cultives fueron
inactivados a 56°C durante 30 minutos previamente a su uso. Los cultiveos se
realizaron por duplicado en ensayos independientes.

ENSAYO DE PROLTFERACTION CEIALAR

En los cultivos en bicapa de agir, la proliferacidn celular fu€ evaluada
a los 7 dfas de cultivo por conteo de las colonias formadas. Se considerd
camo una colonia & aguel grupo formado por mas de 20 cflulas. Las colonias
fueron evaluadas con la ayuda de un hemocitdmetro (Clay Adams, EEUU) y un
microscopio invertido {American Optical, EEUU).

Para los cultivos en suspensidn, las células fueron removidas de los
platos de cultivo por medio de pipeteo y centrifugadas a 500 g/10 minutos. Las
células cbtenidas se contaron utilizado un hemocitdmetro (Clay Adams) y un
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microscopio conpuesto (Carl Zeiss, Alemania). La viabilidad celular (% de
mortalidad) se determind por el método de exclusidn de azdl tripano (Sigma
Chemical).

ENSAYO OF DIFPERENCIACION CEUALAR

La diferenciacién celular fué evaluada por medio de 3 métodos: 1)
determinacidn de receptores Fu, 2) fagocitosis de particulas de l&tex y 3)
secrecidn de lisozima,

1) Determinacién de receptores Fc

1os receptores Fr fueron evaluados mediante la técnica de formacidn de
raosetas (EA) (104). Para ello 149G de conejo dirigida contra eritrocitos de
carnero (Laboratorios Cordis, Miami Florida, EEUU}, fu€ dilufdo 1:1600 en SAP
e incubado con eritrocitos de carnero a 37 °C durante 30 minutos. Los
eritrocitos recubiertos con anticuerpo (EA) fueron lavados 3 veces en SAF para
eliminar el exceso de IgG. Finalmente el EA fue resuspendide en 2 ml de SAF.

Para la evaluacidn de receptores Fc tanto las cflulas leucSmicas humanas,
as{ comw las clulas leucémicas de ratén WRIM.1 y WEHI3ED se colocaron en
presencia de 100 ul de EA por cada ml de muestra empleada. Posteriormente se
centrifugaron a 500 g durante 10 minutos y se incubaron en botdn a 37 °C
durante 30 minutos. Por Ultimo el botSn celular fué cuidadosamente
resuspendidec y el porcentaje de rosetas evaluado mediante la ayuda 88 un
hemocitémetro {(American Optical, EEUU).

Se considerd como una roseta a aguella cflula en la que se encontraban
mis de 2 eritrocites adheridos a su superficie; una rossta débil aguella com
2-5 eritrocitos y una roseta fuerte aquellacon mfs de 5 eritrocitos,
evaludhdose el total camo la suma de dfbiles y fuertes. Las rosetas se
cuantificaron con la ayuda de un hemocit@metro (Clay Adams) y un microscopio
canpuesto (Carl Zeiss).

2) Fagecitosis de particulas de latex
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Para la evaluacidn de fagocitosis (105), se utilizaron particulas de
18tex con un didetro de 0.460 u (Sigua Chemical). Se lavaron 3 veces en SAF y
fusron resuspendidas en MEM a una densidad de 5 x 10® particulas/ml. Tanto las
oflulas de WRI9M.1 camo de WEHIIED fueron incubadas durante 60 minutos a 37°C
con 100 ul de latex/ml de cflulas diluidas. Posteriormente, las células fueron
lavadas y resuspendidas en MEM. Finalmente, de la suspensidn cbtenida a una
densidad de 1 x 105 cdlulas/ml, se realizé un Cytospin (Shandon Southern,
EBU) a 500 g durante S minutos. Las preparaciones fueron fijadas en metanol
durante 3 minutos y teflidas con Giemsa (Sigma Chemical) a una concentracidn
del 20% durante 20 minutos. Se considerd que uma c6lula habia fagocitado,
cuando presentaba mds de 2 particulas de litex en su interior, el conteo se
realizéd en un microscopio de fase (Zeiss, Mexico).

3) Secrecifn de liscima

Para la evaluacién de secrecién de lisozima se utilizé el medio
condicionado (MC) producido durante 4 dias de cultivo por las células de
WRISM.1 y WEHI3BD . La secrecidh de lisozima fu€ evaluada por el mStodo
espectrofotamétrico (106) (Apendice 2): para ello se utilizaron 2.5 ml de una
solucidn de Microcoecus lysodeikticus (Sigma Chemical) en presencia de 0.1 ml
de MC de cada linea celular, se mezclaron y se evaluS el decremento de la
abeorbancia por un intervalo de 1 a 3 minutos en un espectrofotdmetroc  (SP
8-100 ultraviolet Spectrophotameter, Pye Unicam, EEWU) a una longitud de onda
de 450 mm,

Para cuantificar la cantidad de lisozima presente en cada uno de los MCs,
lo8 valores fueron camparados con los cbtenidos en una curva patrdn en donde
se utilizaron diferentes concentraciones (de 0.5 a 20 ug/ml) de una solucidn
patrén de Lisozima de albumina de huevo de gallina {Merck, Alemania) ajustada
por regresién potencial (107) (Apéndice 3).
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RESULTADOS

Es conocido que en la proliferacidn y diferenciacidn de las cflulas
mieloides participan diversos factores conocidos como factores estimuladores
de colonias o CSFs. Recientemente, ha sido descrita otra serie de factores
conocidos camo interleucinas; dentro de las que se incluyen la 1, 2, 3, 4,
s 6, 7y8, qntmbiénparticipan&kmmeraimputtanﬁemla:e;ulmi&ich
la mielopoiesis (81). Asimismo sequn avanzan las investigaciones en esta drea,
nuevas interleuwcinas van siendo descritas de tal forma que se ha llegade a la
nifnero nueve y es probable que en corto tiempo se tengan varias decenas. BEn un
inicio, las interleucinas fueron descritas en relacidn a una sola funcidn muy
especifica, recientemente se ha encontrado que participan o coparticipan en
otras mds. En los resultados que a continuacidn se analizan, se presentan
justamente nuevas propiedades asociadas a las interleucinas 1 y 2. Debido a
que existe una gran heterogeneidad en la forma como se designan todos estos
factores, a lo largo de este trabajo utilizamos uwna nomenclatura que
actualmente se emplea y que abarca a todos los factores de crecimiento
hematopoyético (HGFs).

EFECTO DE LAS INFERLEUCTNAS 1 Y 2 ROMBINAITES HAMMIAS (rhil~1 B rhil~2) W
LA PROLIFERACTON DE CELULAS LEUCEMIUAS D RATOM.

La TIiL-l fud originalmente descrita camo una molécula producida por los
macréfagos (108) que participaba en la induccidn a la proliferacidn de
linfocitos T, mediada por la II~2 (109). Sin embargo recientemente, estas dos
moléculas han sido asociadas tanto en la proliferacich como en 1la
diferenciacién de cflulas mieloides, Con la finalidad de determinar si las
interleucinas 1 y 2 recombinantes humanas (rhIL-1, rhIl-2) tienen algin
efecto de induccidn a la proliferacidn en cflulas mieloides, se utilizaron las
ifneas leucdmicas WRI9M.1l de tipo macrofigico y la WEHIIED™ de tipo
mielamonocitico. Para ello, se incubaron durante 4 dfas 2.5 x 103 cflulas de
la WRIM.1y 2.5 x 104 de la WEHIIED™ en presencia de 12 ng/ml de rhIl-1 y de
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1000 U/al de rhil-2. Cmo control negativo se utiliz6 un cultivo sin
indxctores y camo controles positivos 200 Ufel de rhM-CSF y 20 ug/nl de
hG-CSP. Al t€mino del periodo de incubacidn la proliferacidn fuf evaluada
mediante conteo celular.

Los resultados cbtenidos muestran que la rhil-2 tiene un fuerte efecto de
induccidn a la proliferacidn en ambas Lfneas leucdmicas (Tabla 1}. Bn efecto
el mdmero celular se increments respecto a los cultivos sin inductores en
ambas 1lineas en casi el doble para la WEHID y casi tres veces en la
WRI9M.1, Caomo era de esperarse, asbas lineas celulares también presentaron un
impottante efecto inductar con el rhGM-CSF y con rhG-CSF. Asinissc, es
ijmportante comentar que la rhil-1 aparte de que no estimula la proliferacidn
de estas dos 1iness leucdmicas, resultd$ ser inhibitoria para la MEHIJED .

EFECYO mmml!zmmtmm—ltmm-n | ]
IA DEUOCTON IR FCEPIONES PARA v BV CRIIRAS LEEXIMICAS DEE RWNTOM.

Una vez encontrado que 1a rhil~2 es capaz de estimular la proliferacién
de oflulas leucédmicas de tipo mieloide, se procedid a evaluar la posible
capacidad de induccidn a la diferenciacidn scbre estas mismas cflulas tanto
por la rhil-1 caw por la rhll-2. Para estos experimentos se enplearon las
mismas concentraciones de 08 factores recombinantes, asf cow de los
controles positivos durante 4 dias de cultivo. Bn esta ocasidn, para evaluar
el efecto diferenciador de lo# diversce factores recambinantes se determing la
aparicidn de receptores para o en la membrana de las oflulas. Esta. induccidn
fuf evaluada mediante la técnica de rosetas para EA. La actividad de induccidh
de receptores Fo se vid fuertemente incresentada cuando las oflulas de WR1M.1
y WEHI3BO™ se cultivaron en presencia de rhil~l (Tabla 2). Para esta
evaluacidn se utilizd el criterio de 1lamar roseta dfbil cuando se encontraban
adheridos a las oflulas entre 2 y S eritrecitos, mientras que rosetas fuertes
cuando el misero de eritrocitos adheridos era superior a 5. Es  impoctante
mencionar, que aungue los valores de receptores para fc en las oflulas sin
inductor fud variable para la 1fnea WRISM.1 en los ensayos realizados, los
valores de estos receptores inducidos por la rhil-l fueron muy hamogfnecs y
mxcho mayares que para el control negativo (Tabla 2). For otro lado,
wencionaremcs que 1a 1{nea WEHIJED presentaba sy bajos niveles de receptores
wanmmhbhﬂ:wyudzumawielmg
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Thla 1. Ffecto de los factores de crecimiento hematapoyético rhil-l,
PhIL-2, chQM-CSP y rhG-CSF schre 1a proliferacién celular de
la linea transformada de tipo macroffgico WRIM.l y de la
1inea leucémica mielamonoc{tica WEHIIED .

NSero Celular
* Inductores WR19M, 1 x 102 WEHI3ED  x 104
- 16 ts 135% 15
rhil~1 123 %7 13%1
rhil-2 29(; 2 255 %15
rh@M-CSF 297 2 265 15
™e-CS? 285 ¢ 10 200 £ 10

* (=), Control sin inductores: (rhil-1), Interleucina~l recanbinante
humana; (rhIl-2), Interleucina-2 recombinante humanaj (mm-cg),

recambinante humano; (rhG-CSF), Factor estimulador de colonias de
granulocitos recarbinante humano.
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Tabla 2. Efecto de los factores de crecimiento hematopoyético rhiL-1,

rhIL~2, rhGM-CSF y rhG-CSF sobre la

.aparicidn de receptores para Fc por medio de rosetaje de eritrocitos de carnero cubiertos con
anticuerpo (EA) en la linea transformada de tipo macrofdgico WRL9M.1 y en la linea leucénica

mielomonocitica WEHIIBD™.

Rosetas (%)
Ensayo No. 1 Ensayo No. 2

Linea Inductores * Débiles Fuertes Totales Débiles Fuertes Totales
- 18 *2 10ts 28 t 2 5to 5+1 101

rhIL-1 13t 29 3 63%3 27 %1 33%3 6L 2

WR1M. 1 rhiL-2 16 +3 7t2 2%ts 7% 31 10 +2
rh@M-CSF 16 1 7*1 23%1 1220 2%o 14 %o

rhG-CSF 13%1 11-+1 23t1 13 %5 10ts 22to0

- 2t0 S1EL 3 E 2¥1 0 21

rhIL-1 204 66.%13 .86 £.9 264 . 50%1 765

WEHI3BD rhiL-2 0 0 0 0 0 0
rhGM-CSF 0 1+0 1o 1+1 1F0 2+1

rhG-CSF 0 o 0 1+1 0 141

*

(=), Control sin inductores;
recambinante humana; (rhiIL-2),

granulocitos recambinante humano.

(rhiL-1),

Interleucina-2 recambinante humana;
colonias de macréfagos-granulocitos recombinante humano; {rhG-CSF),

Interleucina-1 recombinante humana; (rhIL-2), Interleucina-2

(rh@4-CSF), Factor estimulador de
Factor estimulador de colonias de

Rosetas débiles de 2 a 5 eritocitos de carnero adheridos a la superficie celular; rosetas fuertes, mds de 5
eritrocitos de carnero adheridos; rosetas totales, suma de rosetas dfbiles y fuertes.



presencia de rhIl~l. Es interesante hacer notar que los factores recambinantes
que fueron buenos inductores a la proliferacidh fueron malos inductores a la
diferenciacidn, al menos de la induccidn de receptores para Fe.

Es conacido que alqunos factores hematopoyfticos camo los CSPs tienen que
estar presentes durante todo el periodo de induccidn para que su efecto se
lleve a cabo (110), mientras que otroe camo la eritropoyetina (Epo} solo
tienen que estar presentes durante las etapas iniciales de induccidn. Con la
finalidad de determinar si la presencia de la rhiL-l era necesaria durante
tode el periodo de incubacidh para inducir la aparicidn de receptores Fo en
las cflulas de la WEHIZED , se cultivaron nuevamente 2.5 x 10% de estas
células durante cuatro diss en presencia de 12 ug/ml de rhIl-l, para
posteriormente dividir en dos el cultivo colocando la mitad de las cflulas por
cuatro dfas mfs en ausencia de rhiL-1 y la otra mitad en presencia del factor.
Muestros resultados indican que la presencia del factor es necesaria durante
todo el proceso de induccidn, puesto que en el cultivo en el cual la rhIL-1l
fud eliminada, el parcentaje de receptores para Fc disminuyS fuertemente a
solo 3% (Tabla 3). Este experimento Fud repetido utilizando solo 6 ug/ml de
rhilL~l, encontrdndose el mismo tipo de resultadd aungue como era de esperarse
una induccich menor que cuando se utilizaron 12 ug/nl de dicho factor (Tabla
3).

DOSES-RESPUESTA TR [A DIMDUOCTON DR SECEPTORES PAFA ¥C PN MAWCNOFRGOE DE LA
CAVIDAD PERTTUMENL DX BTN,

Uha vez que se determind que en 1{neas leucdmicas mieloides la xhIL-l
era capaz de inducir a la aparicidn de receptores para Fo, se procedié a
determinar si este mismo factor era capaz de inducir a células normales; para
ello, se utilizaron 4 x 105 macrdfagos residentes de la cavidad peritoneal de
ratdn y se cultivaron en presencia de 12 ng/ml de rhil-~1 durante 2 dfas.
Huestros resultades indican, que también células normales de tipo macrofigico
son susceptibles de ser inducidas a expresar receptores para Fc por la rhil~l
(Tabla 4}, Por otro lado, para determinar la dosis respuesta de este factor en
dicha induccidn se sembraron 4 x 105 macrdfagos en presencia de 0.0, 0,025,
6,05, 9.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3, 6 y 12 ug/ml de este factor durante 2 dfas
de cultive. los resultados demuestran que dicha induccide requiere de
cantidades miy pequeilas del inductor. En efecto con s0lo 0.2 ug/ml se obtuvo
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Tabla 3. Efecto de la rhil-l scbre la aparicién de receptores para Fc por medic de

rosetaje de erittocitus de carnero cubiertas con anticuerpe (EA} en la
linea leucémica mielomonccitica WEHIIBD™, despuds de cultivarse durante 4
dias en presencia de rhil-l.

Rosetas (%)
Ensaya to. 1 Ensaya No. 2
Inductores * Débiles Fuertes Totales ;)ébiles' Fuertes ~ Totales
- 5%2 0 512 2%z 1to 3%z
£hIL-1 21 %3 20 t4 Lt 2tz o 3t2- 0 e2to

L

(=), Control sin inductores; (rhil-1), Interleucina-l recambinante humana.

Rosetas débiles, de 2 a 5 eritrocitos adheridos a la superficie celular; rosetas
fuertes, mis de 5 eritrocitos adheridos; rosetas totales, suma de rosetas débiles
y fuertes.

Las células fueron previamente incubadas con 12 ng/ml de rhiL~l durante 4 dias,
lavadas y cultivadas nuevamente en ausencia (~) y presencia de & ng/ml de rhiL-1 para
el ensaye No. 1y con 12 ng/ml para el ensayo No, 2 durante 4 dias.



Tabla 4. Efecto de la rhIL~l sobre la aparicién de receptores para Fc por

medio de rosetaje de eritrocitos de carnero cubiertos con
anticuerpo (EA) en macréfagos residentes de la cavidad peritoneal

de ratdn.
Rosetas (%)

* Inductores Débiles Fuertes Totales
- 3t1 13%1 16 * 2.0
rhiL-1 2to B2 40 % 2.0
rhIL-2 1to 11 to 12 £1.0
rhG-CSF 2to 1mti 1310
rchM-CSP 4t 181 210
rhIm-Y 1to 19t2 20 1.0
rhiL~1+rhM4-CSF 32 a4t 27 3.0

{~), Control sin inductores; (rhlL~l); Interlewcina-l recombinante himanas;
{rhil-2), Interleucina-2 recarbinante humana; (xhG-CSF), Factar estimmlador
de colonias de granulocl.tos recambinante humano;  (rhM-CSF), Factor
estinulador de colonias de macrifagos recambinante humano; (rhIFN-Y ),
Interferon gamma recawbinante humano.

Se sembraron 4 x 105 celulas en presencia de 12 ng/ml de rhiL-l.

Rosetas débiles, de 2 a 5 eritrocitos adherides a la superficie celu.lar
rosetas fuertes mas de 5 eritrocitos adheridos; rosetas totales, suma
rosetas débiles mfs fuertes.
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un 50% mds de receptores para Fc que en el cultivo sin inductor (Figura 1).
Por otro lado, la curva dosis-respuesta nos muestra que con solo 0.8 ug/ml de
rhIl~1 era suficiente para llegar a un mdximo de induccidn, pues es justamente
a esta concentracidn del factor que se llega a obteper un 35% de receptares
para Fc en este tipo de células macrofigicas (111).

EFECIO DE LA rhil~1 EN LA INDUOCION DE RHCEPTORES PARA Pc EN CELAULAS
LESICHMICAS HUMANAS.

Uno de los principales problemas e enfrenta un paciente con una
leuwcemia, es el gran riesgo de sufrir un proceso infeccioso (8). Si tomamos
en cuem".a que la leucemia afecta directamente a las células encargadas de la
defensa del organismo contra cuerpos extrafios, resulta evidente que el
paciente se encuentra mds expuesto a los efectos nocivos de agentes patdgencs.
En la terapia clésica de este tipo de enfermedades se ‘suministra a los
pacientes drogas citotdxicas que tienen la funcidn de eliminar a células
malignas, pero que simultdneamente eliminan a las normales, aumentando de esta
forma el riesgo de infeccidn de dichos pacientes., Camo se ha demostrado a lo
largo de este trabajo, la rhIL-1 tiene la propiedad de inducir a células
leucémicas de ratcn a expresar receptores para Fc, por lo que seria de gran
interfs el evaluar si este mismo factor es también capaz de inducir a c€lulas
leucemicas humanas. Si  tamamos en cuenta que la defensa contra organismos
patdgenos que afectan a pacientes leucdmicos camienza por el reconocimiento de
datos por receptores Fo de membrana, un aumento que pudiera ser inducido por
la 11-l resultaria de grandes ventajas.

Para evaluar el posible efecto inductor a la expresidn de receptores Fc
en células leucémicas de origen humano se tamaron tres muestras de sangre
periférica; dos de pacientes con leucemia mieloide aguda (IMA) tipo M2 y una
de un paciente con leucemia granulocitica crénica (LGC). El mimerc de células
sepbradas dependid del tamafio de la muestra cbtenida, de tal forma que se
pudieron sembrar 6.2 x 105 células en el experimento con la leucemia tipo LGC,
mientras que solo 5 x 105 y 4 x 105 células para la LMA. Las distintas c€lulas
fueran incubadss durante 4 dias en ausencia y presencia de 0.8 ug/ml de
rhil-1. Esta dosis de rhiL-1, fud tamada de acuerdo a la dosis de saturacidn
abtenida durante el experimento de dosis-respuesta para la induccidn de
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ROSETAS {8)

Pigwa 1. Curva dosis-respuesta de la concentracidn de rhli-1

sobre la aparicidn de receptores para Fc  en
macrdfagos residentes de la cavidad peritoneal de

ratdn.
40 A \
s [ ] L 2
—*

30 4
20§
10 {

0 0.10.2 0.4 0.8 1.8 3 6 12

rhiL-1 (ng/ml)

(xhIl~1), Interlewcina-l recambinante humana.

Se sembraron 4 x 105 macrofagos residentes de la cavidad
peritoneal de ratdh er. presencia de diferentes concentraciones de
rhil~1 durante 2 dias.
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receptores para Fc en macrdfagos de este trabajo. Camo un experimento
adicional, en los ensayos con las células de IMA se agreg$ un cultivo con 20
U/ml rhIFN-Y (del inglés, recawbinant human interferon-gamna. La razdn de
utilizar rhIFN-vy radica en el hecho de que se ha descrito como un inductor de
receptores para Fc monomérico (112) y por tanto, se esperaba que funcionara
camo un control positivo del experimento. Nuestros resultados indican que las
células leucémicas humanas presentaban un muy bajo numero de receptores para
Fc y que aunque hubo un aumento de este nimero cuando las cflulas se
cultivaron en presencia de rhIL-1, éste fuf muy pequefio (Tabla 5).

EFECIO DR LAS INTERARUCIMAS 1 Y 2 RECGMBINANTES BIMANAS (rhIf~l E rhII~2) EN
LA DMDUOCION DE FAGOCITOSIS Y SHORACTON OE LISOXDA BN CELILAS LEICRMICAS DE
RN,

De las dos 1ineas leucdmicas empleadas a lo largo de este trabajo, la
WEHI3ED resultS ser la mds afectada por la rhIL-l. En efecto, cuando se evalus
el efecto de este factor scbre la proliferacién celular (Tabla 1), se ocbtuvo
una muy importante inhibicidn. Camo la inhibicidn a la proliferacifn estd
normalmente asociada a un aumento en la diferenciacidn celular, consideramos
que posiblemente este hecho refleje que la rhIL-1 sea un factor capaz de
inducir propiedades de diferenciacidn en estas c@lulas, Este hecho se confirmd
en parte debido a que las células de la WEHI3BD resultaron ser extremadamente
inducibles a expresar receptores para Fc, cbservdndose una casi total ausencia
de estos receptores en los controles sin inductores y valores cercanos al 90%
cuando eran estimuladas con rhIL-1 (Tabla 2). Puesto que la expresién de
receptores para Fc en una célula mieloide trae cam consecuencia el permitir a
la c8lula participar en la immpofagocitosis, se creyS conveniente el evaluar
si también la rhIL-1 podia inducir a la célula mieloide a participar en los
procesos de fagocitosis inespecifica. Se ha comprobado, que tanto los
granulocitos camo los macréfagos pueden fagocitar a travds de sus receptores
inmanoespecificos camo la Fc y la €3 (113,114,115), pero que también pueden
fagocitar inespecificamente. Esta fagocitosis inespecifica le confiere a la
célula mieloide la capacidad de ser la primera linea de defensa para eliminar
cuerpos extrafios, antes de la participacidn de los procesos inmunoespecificos
tardfos, garantizando de esta manera la integridad del organismo.

Con la finalidad de evaluar si la rhIL-1 era capaz de inducir aparte de
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Tahla 5., Determinacidn de la aparicidn de receptores para Fc por medio de
rosetaje de eritrocitos de carmero cubiertos con anticuerpo (EA)
en las células bldsticas de sangre perifdrica de dos pacientes
con Leuwcemia Mieloide Aguda (IMA) ‘del tipo M2 y en un paciente
con Leucemia Granulocftica Crdnica (LGC).

Rosetas (%)

Muestra Inductores * pébiles Fuertes Totales
No.l - 2.4 1.0 1.1 £ 0.2 3.5 1.2
™A rhit-1 3.4t 2.7 t 0.4 6.2 1.5

M2 rhIm-¥ 1.1 0.7 1.8 0.9 2,9 0.2

No.2 - o 0

MA rhiL-1 1.1 t 0.1 0.2 %o 1.3 ro.1

"2 rhIRN-7 0.4 0.1 0.240.2 0.6 %0.3

JTes - " 0.5 0.5 0.5 * 0.5 0.5%0
Thi-1 2.8 0.8 1.3 + 0.3 3.5 £ 0.5

* (=), Control sin inductores; (rhIL~l), Interleucina-l recambinante humana;
(rhIFN-Y}, Interferon gamma recombinante humano.
Muestra No.l: Se sembraron 5 x 10° células/pozo de 1 ml en RPMI 1640 al 10%
de Suero Fetal de Bovino (SFB).
Muestra No.2; Se sembraron 4 x 102 células/pozo d@ 1 ml en RPMI 1640 al 10%
de SFB.
10G: Se sembrarcn 6.2 x 105 células/pozo de 1 ml en RPMI 1640 al
10% de SFB.
Para :odus las muestras se utilizaron 0.75 ng/ml de rhIL~1 y 20 U/ml de
rhIm-Y,



la fagocitosis especifica a trawds del- receptor Fc, la fagocitosis
inespecifica, en este trabajo se determind la capacidad de fagocitar
particulas de litex, utilizdndose para ello la linea celular WEHI3ED que com
se ha demostrado en este trabajo, es una linea muy sensible a la accida
diferenciadora de la rhIl-l. Se sembraron 2.5 x 104 cflulas las cuales se
cultivaron en presencia de 12 ng/ml de IL~-1 durante 4 dias. Camo control
positivo se emplearon 20 ug/ml de rhG-CSF, y camo control negativo un cultivo
sin  inductores. Camo puede observarse (Tabla 6) la rhlL-1 estimld
inportantemente la actividad fagocitica de esta linea leucémica, .

Una vez que pudimos determinar que la rhIl~l era capaz de inducir tanto
la expresidn de receptores para Fc asociada a la fagocitosis especifica, camo
la inespecifica, procedimos a evaluar si también posefa la capacidad de
inducir otro tipo de propiedad diferenciadora en cflulas mieloides. Para ello
se determind si era capaz de inducir la secrecidn de lisozima. La produccidn
de este tipo de enzima juega un papel muy importante en los mecanismos de
defensa contra organismos extrafios, pues contribuye a digerir las paredes de
muchos tipos de bacterias (116). Para ello utilizamos el medio condicionado de
los cultivos celulares tanto en ausencia camo en presencia de 12 ng/ml de
rhIl-1. Se emplearon también 2.5 x 104 células leucémicas durante 4 dias, asi
cam 200 U/ml de rhGM-CSF, 20 ug/ml de rhG-CSF y 1000 U/ml de rhIL-2. Como las

- células de la WEHI3ED resultaron ser no inducibles por la rhIL-l para la
secrecidén de lisozima (Tabla 7), empleamos también c€lulas de la WR19M.l para
determinar si esta ausencia de induccién era de cardcter mds general. Nuestros
resultados indican que ninguno de los tipos celulares enpleados sacretaron al
medio de cultivo lisozima al ser cultivados en presencia de rhili~l y de los
otros factaores recambinantes (Tabla 7).

ERCIO DE IA rhil~2 SOPRE LA PROLIFERACION DE MACROFAGOS RESIDENTES E
INDUCIDOS DE LA CAVIDAD PERITONEAL DE RATON.

Con la finalidad de determinar si el efecto proliferador de la rhIL-2
chgservado en las 1ineas WRI9M.1 y WEHMIIED  es exclusivo de cflulas
transformadas de origen murino o tawbién se presenta en células normales
pertenecientes al mismo lin:je monocitico, se utilizaron c€lulas normales de
origen murino camo lo son los macrofagos residentes e inducidos de la cavidad
peritoneal y se cultivaron en suspensidn durante 4 dias. Para ello se
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Tebla 6. Efecto de los factores de crecimiento hematopoyético rhIlL~-1l, rhiIl-2, rhG4CSF y rhG-CSF sobre la
fagocitosis de partfculas de l&tex en la linea leucdimica mielamonocitica WEHIIBD .

Fagocitosis ()

Ensayo No. 1 Ensayo No. 2
Incluctores * Menos de 5 Mis de 5 Total Menos de S MiB de 5 Total
- 0.5 * 0.5 6 %1 6.5 £ 0.5 0.5 0.5 S 2.0%0 2.5 *0.5
rhiL-1 141 21,5 1 23 %3 7.9 0.7 15.6 14,1 23,4 t3.4
rhG-CSP 1.5 *0.5 18 ) 19.5 $ 0.5 3 t0.5 7%l 10 *1.5

* (~}, Control sin inductores; (rhIl-l), Interleucina~l recambinante humana; (rhil~-2), Interleucina=-2
recambinante humana; {rhGM~CSF), Factor estimulador de colonias de macrdfagos-granulocitos recarbinante
humanos  (rhG-CSF), Factor estimulador de colonias de granulocitos recambinante humano,

La escala de fagocitosis fu€ la siguiente: menos de 5 partfculas de l4tex ingeridas, mds de 5 partfculas
ingeridas y total, mencs de 5 y mfs de 5 particulas de 1&tex.



Tabla 7. Efecto de los factores de crecimiento hematopoyético rhil-1,
rhil-2, rh@M-CSF y rhG-CSF sobre la secrecidh de lisozima en la
linea transformada de tipo macrofdgico WRi9M.l y en la linea
leucémica mielomonocitica WEHI3BD .

Lisozima (ug)

WRL9M. 1 WEHI3BD ™
Inductores * Ensayo No.l Ensayo No.2 Ensayo No.l Ensayo No.2
- 2.747 2.957 2,032 1.936
rhil-1 2.475 2.957 1.915 1.849
rhil~2 2.927 2.555 1,941 1.861
rhGM-CSF 2.500 2.957 1.889 1.826
rhG-CSF 3.022 2.500 1.918 1.857

* (=), Control sin inductores; (rhIL-1), Interleucina-l recambinante humana;
{rhIL-2), Interleucina~2 recambinante humana; (rhGM-CSF), Factor
estimulador de colonias de macréfagos-granulocitos recambinante humano;
(rhG-CSF}, Factor estimulador de colonias de granulocitos recambinante
humano.

kY]



senbraron 2.5 x 103 macrdfagos residentes y 1.8 x 103 macrdfagos inducidos de
la cavidad peritoneal en presencia de 1000 U/ml de rhIL-2, Como controles
positivos de este experimento, se utilizaron 2 ng/ml de rhM~CSF, el cual es
conocido camo  un  factor de crecimiento para células del 1linaje
monocito-macréfago en diferentes estadfos de diferenciacién (77,87), y 2000
U/ml de interferon (IFN-Y ), el cual se sabe es capaz de estimular la
expresidn de receptores para IL-2 en células macrofédgicas (117). Es conocido,
que muchos de los factores de crecimiento hematopoyético pueden actuar
sinerg{sticamente con otros y aumentar su actividad bioldgica por encima de
los valores alcanzados cuando son utilizados solos (2,118). Para ello se
utilizaron cambinaciones de rhM-CSF4rhIL-2, rhINF-Y+rhIL-2 as{ cawo de
rhM-CSF4+rhIL~-2+rhINF-Y para evaluar el posible efecto sinergistico de estos
factores en la proliferacidn de macrSfagos residentes e inducidos de la
cavidad peritoneal. Camo control negativo, se utilizé un ensayo con thicamente
medio de cultivo. los resultados demuestran que no existe ningqun efecto
evidente de la rhIL-2 ni de ninguno de los demds factores recambinantes
enpleados sobre la actividad proliferativa de ambos tipos de  células
macrofdgicas (Tabla 8). Asimismo, no se observa un efecto sinérgico entre las
diferentes cambinaciones de factores recambinantes utilizadas.

Camo el efecto de los factores recombinantes sobre estas células
macrofdgicas no fué significativo en cultivo en suspensidn, se utilizé el
cultivo en bicapa de agdr que es un ensayo mas preciso para detectar la
proliferacidn celular, ya que una sola célula con alta capacidad proliferativa
puede coriginar una colonia. Para ello se cultivaron 1 x 105 macrdfagos
residentes e inducidos de cavidad peritoneal de ratSn durante 7 dias en bicapa
de agdr en presencia de los mismos factores recawinantes a las mismas
concentracionas y se evaluS la proliferacidn celular por medio de la formacidn
de colonias., Camo puede abservarse de los resultados obtenidos (Tabla 9), la
dnica poblacidn que responde a rhIL-2 (aunque esta respuesta no es muy
fuerte) es la de macréfagos inducidos, debido a que en los tres ensayos
presentados existe un ndmero constante de colonias que para este caso es mayor
que los valores encontrados en controles sin inductor, los otros factores
recatbinantes tanto solos camo cambinados no estimulan la formacidh de
colonias. En consecuencia se puede decir que la poblacidh macrofdgica cque mis
responde al estimilo de la rh1l-2 es la mds inmadura y que en este caso es la
de macrdfagos inducidos, en camparacién con la poblacién de macrdfagos
residentes que es una poblacidén mis diferenciada. Memis de que el efecto de la
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Tabla 8. Efecto de la rnIL-2 sobre la proliferacidn de macrdfagos
residentes e inducidos de cavidad peritoneal de ratén en cultivo
en suspensidn.

Ninero Celular x 104

* Inductores Macréfagos Residentes Macréfagos Inducidos
- k348 4a1%1
rhM~CSF 28 2 59 6
rhil-2 1 ) 55+ 1
rhIsn-Y 45 k2 : 4 F3
rhM-CSF4rhIl-2 N3 - ' 62t1
YhIFN-Y 4rhIL-2 atr 52 + 14
rhM-CSF4+rhIFN-Y 4rhil-2 42%t2 4t

* (-), Control sin inductores; (rhM-CSF), Factor estimulador de colonias de
macrdfagos recambinante humano, (rhil-2), Interlencina-2 recambinante
humana, (rhIFN-Y), Interferon gamma recombinante hunang.

Ensaye No.l: El nimero inicial de células fuf de 2525 x 10° células/pozo
(250 ul) para macrofagos residentes y de 1813 x 103
células/pozo {250 ul) para macréfagos inducidos en Medio
Esencial Minimo (MEM) al 108 de Suero de Caballo (SC). La
evaluacidn fu€ realizada a los 4 dias de cultivo.

Ensayo No.2: Para macrofagos residentes el minero inicial de células fué
de 691 x 103 células/pozo (250 ul) y para macrdfagos
inducidos de 600 x 103 céluias/pozo (250 ul) en MEM al 10%
de SC. La evaluacién fué realizada a los 6 dias de cultivo.

Las concentraciones de los inductores para ambos ensayos fueron: 2 ng/ml de

rhM-CSF, 1000 U/ml de rhil-2 y 2000 U/ml de rhifN-Y
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Tabla 9. Efecto de la rhIL-2 scbre la proliferacidn de macrdfagos residentes e
inducidos de cavidad peritoneal de ratén en cultivo en bicapa de agar.

Numero de Colonias

Macrdfagos Residentes Macréfagos Inducides
‘* Inductores Ensayo No.l Ensayo No.2 Ensayo No.l Ensayo No.2 Ensaye No.3
- 0 0 1*o 1*1 1to
rhM-CSF 0 0
rhiL-2 [} 0
rhIFN-Y 0 0
rhM-CSF4+rhIL-2 0 _ 1*o0
rhIFN-Y+rhIL-2 0 1to
rhM~CSF4rhIFN-Y+rhIL-2 0 0 3t0 7 sta 5%1

* (~), Control sin inductores; (rhM-CSF), Factor estimulador de colonias de macrdfagos recombinante
humano; (rhil-2), Interleucina-2 recombinante humana; {rhIFN-y), Interferon gamma recombinante
humano; (ND), Valor no determinado.

Se sembraron 1 x 105 células/pozo (0.75 ml). Se utilizaron 2.5 ng/ml de rhM-CSF, 1700 U/ml de
rhiL~2 y 2000 U/ml de rhIFN-Y, La evaluacidn se realiz§ a los 7 dias de cultivo.



rhll-2 scbre la proliferacich celular no es exclusive de células
transformadas, sino tambidn se presenta para c€lulas normales,
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DISCUSION

Se sabe que para un adecuado suministro de células sanguineas de novo,
participan ciertos factores humorales conocidos como factores de crecimiento
hematopoyético (HGFS) que regulan fisioldgicamente el crecimiento, viabilidad
y diferenciacién de las células mieloides hematopoyéticas (78,85). A lo largo
de 2 décadas, los HGFs han sido denaninados de acuerdo a las Eunciones
especificas que realizaban; asi, el factor que afectaba exclusivamente la
proliferacién y diferenciacidn de macrdéfagos y granulocitos fué designado camo
MGI  (74); los factores que eran capaces de inducir proliferacidn vy
diferenciacidn de células precursoras hematopoyéticas en cultivos en medio
semisdlido, fueron llamados CSFs (75,76,77,78) o CSA (79). Recientemente, ha
sido designadoc un nuevo grupo de factores que no son capaces de induecir la
formacidén de colonias por células progenitoras en agdr, pero que tienen un
papel muy importante en la regqulacién de la hematopoyesis. Este nuevo grupo es
conocido con el nombre de citocinas (99), en donde se encuentran las
interleucinas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, Dentro de este imnmenso grupo de
HGFs, algunos se han destacado por inducir dUnicamente la proliferacidn o la

- diferenciacién de las células hematopoyéticas, mientras que otros han mostrado
la capacidad de inducir ambas actividades.

El grupo de los CSFs estd caracterizado por 5 moléculas gque son:
Interleucina-3 (I-3), que participa en estadios iniciales del desarrollo

. hematopoyético (11); factor estimulador de colonias de macrdfagos—granulocitos
(GM1-CSF), que actda en etapas intermedias (12); factor estimulador de colonias
de granulocitos (G~CSF) (13) y factor estimulador de colonias de macréfagos
(M=CSF) (90), que actdan a etapas de diferenciacidn terminal y eritropoyetina
(Epo) (14) que controla la proliferacidn y diferepciacidn & eritrocitos,
megacariocitos y progenitores de macrdfagos-granulocitos, y para algunas
células tallo pluripotentes; siendo su accidn descrita solo en el sistema
hematopoyético. Recientemente ha sido mostrado que interleucinas involucradas
en la regulacion linfoide, son también activas sobre células mieloides
(28,29). '

La TL-1, una glucoprotaina de 17000 daltones, es principalmente producida
por 1os macrSfagos en respuesta a una infeccién (30), pero es también
sintetizada por los tejidos epitelial, epidermal y vascular ({60). Fué
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primeramente descrita camo un factor importante en regular respuestas tanto
inmunoldgicas camo inflamatorias (31,32}, y carmo un importante participante
pero de manera indirecta, en la proliferacién de células progenitoras
tempranas al estimular su entrada al ciclo celular {119)}. In vitro, su accida
es sinergistica con mis CSFs y podria por lo tanto, tener algunas aplicaciones
terapduticas en asociacidn con el M-CSF o el G-CSF (120},

Por otra parte, la II-2 es una gluccproteina de peso molecular de
aproximadamente 15-17000 daltones (29) que primeramente fué descrita cano un
factor de crecimiento de células T (2) y como regulador de ciertas respuestas
imnolégicas in vitro (3). Asimismo, sSe ha visto que existen varias
subpoblaciones que responden a -2 tales camo: 1) células T en reposo y
activadas (121,122), 2) células asesinas naturales (NK} (123,124), 3) células
B activadas (125,126) y 4) clones derivados de lineas celulares dependientes
de XL-3 (127,128). Recientemente se ha demostrado, gue la -2 es capaz de
interactuar con células no pertenecientes al linaje linfoide, ya que puede
influir en la proliferacidn y diferenciacidn de precursores mieloides. Prueba
de ello, es la induwecidn d2  la proliferacidn en precursores de macréfagos de
médula osea de raton {29).

La disposicién de grandes cantidades de los HGFs recambinantes puros
tanto de ratdn como de humano y el aislamiento de 1ineas celulares, hacen
posible el estudio in vitro de la interaccidn de estog factores scbre células
mieloides hematopoyéticas.

pia con dia, nuevas actividédes bioldgicas y aplicaciones terapéuticas
para los diferentes HGFs van siendo descubiertas. Algunos HGFs muy
recientemente, han side considerados para el soporte y  cuidado de
mielosupresidn en pacientes con leucemia mieloide aguda (IMA) (129); sin
embargo, el papel de los HGFs y st produccidn por células leucdmicas humanas
en el proceso de transformacidn permanece incierto, Por lo tanto, estudios
suficientes sobre los efectos de los HGFs sobre cflulas bldsticas leucémicas
son necesitados para que estos factores puedan ser usados clinicamente en
pacientes con LMA.

El uso de WGFs hace posible el entendimiento del ciclo de factores
miltiples o individuales in vitro e in vivo en las células bldsticas
leucémicas (130).

Debido a la dificultad de mantener en cultivo in vitro células leucémicas
humanas de IMA, y a la necesidad de determinar el efecto de los HGFs scbre el
comportamiento bioldgico de dstas cBlulas malignas; en este trabajo, se

43



evalus el efecto que tiene la rhil-l y la rhIL-2 en la proliferacién y
diferenciacida de 2 lineas celulares de ratén con crecimiento auténamo: 1la
1fnea transformada de tipo macréfagico WRIM.1 y la 1fnea leucémica
mielomonocitica WEHI3BD .

Los resultados cbtenidos demestran, que la rhIL-1 tiene un fuerte efecto
en la induccidn de la diferenciacidn especifica en WR19M.1, en WEHI3BD , en
macréfagos residentes de la cavidad peritoneal de ratdn, y muy ligeramente en
dos pacientes con IMA del tipo M2 y en un paciente con leuwcemia granulocitica
crénica (LGC), debido a que estimula la aparicidn de receptores pafa Fc.
Adends, induce la diferenciacidn inespecifica de la linea WEHI3ED , ya que
incrementa la fagocitosis de particulas de 1litex, presenta un efecto
inhibitorio en la proliferacifn de esta misma linea y no mmestra efecto sobre
la secrecidn de lisozima por parte d¢ ambas lineas celulares. En estos
resultados, se observa que el efecto de la rhIl~l podria ser exclusiva de
células del linaje monocito-macrdfago sin afectar de manera importante a
células del linaje granulecitico, cam es el caso de los pacientes con LIMA
tipo M2 y LGC. Estos resultados son interesantes, debido a que aun no ha sido
descrito el efecto de la rhIL-1 en la induccifn de receptores para Fc y en la
fagocitosis inespecifica en células leucémicas. Evidentemente seria
importante determinar si esta interleucina tiene el mismo efecto bioldgico en

- células normales del tipo mopocito-macrdfago, en células del tipo
granulocitico y en células leucémicas humanas como seria el caso de la IMA
tipo M4 (mielamonocitica) y M5 {monocftica).

Recientemente, en un experimento realizado con ratones a los que se les
suministrd IL-1 y una dosis letal de bacterias, se observs que los ratones
inyectados con IL-1 eran mds resistentes a la infecciSn bacteriana que
aguellos que fueron utilizados comoe control y que morfan por septicemia (131).
De los resultados presentados en el presente trabajo, se podria conjeturar
que esta resistencia posiblemente sea consecuencia del enorme incremento de
receptores para Fc y del incremento en la actividad fagocitica que produce la
rhIl-1, Consideramos que este tipo de proteccidn reviste de cierta
importancia ya que 1a rhIL-1 podria tener alguna utilidad clinica, scbre todo
en pacientes susceptibles de infecciones bacterianas o virales.

En estos resultados también se observs que la rhIl-1 es inhibitoria de la
proliferacién de las células leucémicas de ratén analizadas, De carprobarse
este miamo efecto sobre células lewcémicas humanas, .podria evidentemente tener
interés clfnico en el tratamiento de [MA, Por otro lado tambidh encontromos
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que la rhil-1 tiene un podercso efecto diferenciador scbre células leucémicas,
dabido a que este factor no solo estimula la fagocitosis inespecifica
(fagocitosis de particulas de l4tex), sino también la fagocitosis especifica
(induccidn de receptores para Fc). En consecuencia la rhil~1 no Gnicamente
tendria la propiedad de detener la proliferacidn de células leucémicas, sino
tarbién la de diferenciarlas funcionalmente ayudando aun mis a la curacidn del
paciente. Si tomamos en cuenta que uno de los principales problemas que este
tipo de enfermos enfrentan despuds de quimioterapia o radiacién, es la
disminucién en las defensas immunoldgicas y su propensifn a infecciones
letales (132), el efecto diferenciador inducido por la rhlL-l seria de extrema
utilidad, pues ya que las propias células malignas se encargarfan de la
eliminacién de los microorganismos invasores.

En lo que respecta al efecto de la rhil-2 sobre estas lineas
transformadas, los resultados aqui presentados demuestran que la rhIL-2
tiene un fuerte efecto proliferador scbre las lfneas WRI9M.l y WEHMI3BD , sin
tener ningun efecto en la diferenciacidn especifica en ambas lineas
leucémicas., Ademds también se encontrd una ligera induccidn en la actividad
proliferativa por este factor en cdlulas macrofigicas normales inmaduras de la
cavidad peritoneal de ratGn. Resulta evidente que el estudio del efecto de la
rhil-2 en la proliferacién de células transformadas camo de células normales
en el sistema monocito-macrSfago es interesante, debido a que nos permite
conocer otros mecanismos diferentes a los conocidos hoy en dia involucrados en
la regulacién de la proliferacidn n.l:mocft:ica-macrofégica, asf cam de explicar
su posible significado bioldgico.

Actualmente se ha desarrollado un uso clinico para la IL-2 en la
immunoterapia adoptiva (133,134), ya que se ha visto que puede causar
regresidn de tumores metastSsicos en algunos pacientes con alguna variedad de
cdnceres refractarios (135,136,137). Este efecto ha sido demostrado tanto en
ratones (138,139) como en humanos (140,141) y en diversos tipos de cinceres
(142). Los resultados presentados en este trabajo para la rhil-2, mestran
que hay que tener mucho cuidado para la aplicacidn de este tipo de terapia en
leucemias, pues como se menciond anteriarmente este factor es un inductor
poderoso a la proliferacidn de células leucémicas y podria aumentar de manera
importante, el nimero de células transformadas en lugar de eliminarlas.
Finalmente, seria importante analizar de camprobarse el efecto proliferador de
la rhIl-2 scbre células del linaje macrofagico, su posible aplicacidn en
problemas o padecimientos en los cuales un aumento de este tipo de células sea
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de interds. Estas aplicaciones podrfan beneficiar a pacientes con anemias ©
aquellos que han sufrido tratamientos de radio o quimioterapia, en donde se
presenta una fuerte eliminacidn de este tipo de células.

Es importante hacer notar que comd era de esperarse el factor (rhil~1)
que mostrd un fuerte efecto en la induccidn de la diferenciacifn, no tuvo
efecto alguno sobre la actividad proliferativa y que aquel que resultd ser
fuertemente proliferador (rhIL-2) no logrd inducir a la diferenciacidn.

Finalmente cabe destacar que en este trabajo se describen nuevos efectos
biolégicos para la rhil-l y para la rhIL-2 que anteriormente no habfan sido
descritos para estas dos interleucinas. Que estos efectos actdan tanto scbre
lincas leucémicas cawo sobre células normales macrofigicas de ratén. Por
fltimo tawbifn se describen interesantes y novedosas alternativas de
aplicacida a nivel clinico. Con el transcurso del tiempo otros HGFs han sido
descritos y probablemente muchos mas sean descubiertos, todos ellos con
interesantes funciones de regqulacidn celular. Creemos por tanto que es
importante el continuar con el estudio de todos estos factores para determinar
sus efectos sobre la proliferacidn y diferenciaciSn de diferentes tipos
celulares y su posible accién sinergistica con los ya conocidos. Es nuestra
firme conviccidn que este tipo de investigaciones contribuyen y enriquecen el
conocimiento de la requlacidn hematopoy8tica, dando lugar con ello a la
posibilidad de nuevas alternativas de cura para los diferentes padecimientos
hematopoyéticos de los que es victima el ser humano.
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APEWDICE I

CLASIPICACION FRANCO AMERICANA BRITANICA

TIPO DE LEXICEMIA
Leucemia mielcbldstica

sin formas de maduracidn

Leucemia mielobldstica
con farmas de maduracidn

Leucemia progranulocitica
o pramielocitica
hipergranular

Leucemia
mielanonocitica

P
monocitica

Eritroleucemia
(S{ndrame de

CARACTERISTICAS

Blastos no granulares, patrdn de cramatina
nuclear delicado con uno o mis nucleolos,
citoplasma limitado.

Gélulas con maduracién posterior al estado
progranulocitico, las células mfs antiguas
tienen abundante citoplasma contienen
grénulos azuréfilos y a menudo bastones de
Aoer.

Células con citoplasma muy granular, la
tincién de los granulos varia entre rosa,
rojo o pirpura, cominmente con cuerpos de
Auer, existen células con muy poca
granulacidn en el citoplasma, un micleo
bilobulado, multilobulado o reniforme.

Células con micleo monocitoide y un
citoplasma granulocitico, se encuentran
monocitos en la sangre y en la médula Jdeea.

Las células predominantemente
moncblastos, en los nicleos se encuentra
cramatina en forma laxa y uno o mds
nucleolos, citoplasma abundante con
escasos granulos finoce de color rosado.

son

El 508 de las cflulas de la médula dsea
son normoblastos o megaloblastos,

CLAVE

ML

M6



Di*Guglielmo)

Leucemia -

megacariocitica

Leucemia -
granulocitica crdnica

ocasionalmente tienen nucleo atipico asi

camo tambidn células eritroides
nucleadas en la sangre, existe un
incremento de mieloblastos

progranulociticos y frecuentemente se

‘se convierte en leucemia Ml, M2 o M.

Trambocitosis y trawbocitopenia en sangre
periférica, aumento de megacariocitos,
con citoplasma abundante, incremento en la
labulacidn nuclear.

Expansidn de la masa total de granulocitos
mieloblastos y promielocitos. Aberracidn
cramosdnica en el cramsama Filadelfia.
Sobreproduccidn de gramlocitos
relativamente maduros.

M7

Tomado de Ref. 10l.
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APENDICE ITI

La lisozima (muopéptido N-acetilmuramoil hidrolasa o muramidasa), causa
lisis de muchas bacterias gram-positivas por su accidh scbre sus paredes
celulares. Cataliza la hidedlisis de enlaces glucosidicos (1-4) del
camponente  polisacdrido del peptidoglican (mucopolimero de la pared celular
bacterial), el cual estd compuesto de residuos de dcido N-acetilmurfmico y
residucs de N-acetilglucosamina con enlaces (1-4) y (1-6). -

La accidn hidrolftica de la lisozima da riesgo a atacar unidades de
disacfridos de las cadenas péptidas llamados muropdptidos.

Esta enzima es de interés particular en el estudio de cdlulas
fagociticas, ya que una de las principales funciones de estas cflulas es
localizar a los microorganismos en el cuerpo del hospedero, para despufs
degradarlos y eliminarlos (143).

Determinacifn de lisozima por el wétodo espectrofotamstrico.
La evaluacidn espectrofotamétrica es realizada de acuerdo a el método de
Litwack (106} con unas pequefias modificaciones. '

a) Reactivos

1. solucidn buffer de fosfatos y potasio de sodio 0.067 M a pH
6.25

Stock A: solucidn 0.2 M de KH2PO4 anhidro

Stock B: solucidn 0.2 M de Na2HPO4 anhidro

Mezclar 80 wl de la solocidn stock A 0 20 md de la solucidn stock By
ajustar el pH a 6.25 y diluir la mezcla 1:3 con agua destilada.
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2. Solucidn sustrato buffer

10 mgy de Microococcus lysodeikticus son suspendidos en 100 ml de 1la
solucidn buffer de fosfatos y potasio de sodio 0.067 #, pH 6.25. La
absorbancia de esta suspensidn a 450 rm debe ser entre 0.6 y 0.7, Descartar
despuds de usar.

3. Solucidn estdndar de Lisozima

Un estdrdar de lisozima de huevo blanco es preparadn camo una  solucidn
stock de concentracidn 2 mg/l00 ml (20 ug/ml) en solucidn buffer de fosfatos y
potasio de sodio 0.067 M, pH £.25 y es refrigerada.

b) Procedimiento

1. La evaluacidn es realizada a temperatura ambiente.

2. Ajustar la absorbancia a 0.1 en el espectrofotdmetro y ajustar a cero,
Poner a una longitud de onda de 450 rm.

3. Transferir 2.5 ml de solucidh sustrato buffer a la celdilla y adicionar
0.1 ml por mestra del medio condicionado dbtenida de los cultivas celulares,
Mezclar e inmediatamente leer el cambio en la absorbancia por 1-3 minutos.

c} CAlculo de 1os datos

La actividad de lisozima puede ser expresada cam> un cambio de
absorbancia o puede ser convertido al equivalente de lisozima estdndar de la
referencia dbtenida de la preparacidn de una curva patrdn {Tabla 1}. Usando
esta curva se cbtienen las concentraciones de lisozima en las muestras.

Una unidad de actividad es definida como la cantidad de enzima que causa
un cambio en la absorbacia a 450 nm de 0,00 en la suspensidn de Micrococcus

* lysodeikticus en 1 minuto a pH 6.25 en 2.6 ml de la mezcla reacciomante y paso
de luz de 1 om. Para convertir el cambio de absorbancia a uvnidades de
lisozima, simplemente se muitiplica la absorbancia por 1000,
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Tabla l. Preparacidn de la curva patroh.

Corcentraciones Voldmen de la Volumen del
finales Solucidn stock puffer
(ug/ml) (20 vy/ml) m (m2)

2.0 0.1 0.9
4.0 0.2 0.8
10.0 0.5 ’ 0.5
15.0 0.75 0.25
20.0 1.0 0.0

Tomado de Ref. 106,143.
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APENDICE II1

OBTENCION DE LAS CURVAS PATRON PARA LAS LINEAS WRIOM.1 Y WEHI3ED
PARA LA DETERMINACION DE LISOZIMA

0.5
O0—O0 WR19M.1
Orees WEHI3BD ™~
0.4 4
-
[}
M
Q
=1
]
4
F
(]
2.2 ;
0.1 |
0 T2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Lisozima (ug)
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Para cuantificar la concentracidn de lisozima secretada al medio
condicionado por las células de las lineas WR19M.1 y WEHI3BD , los valores
obtenidos fueron comparados con los valores de las curvas patrdn ajustadas por
regresidn potencial por medio de las siguientes fdrmulas:

ToexPiii,.m
puede representar la relacién entre X y Y en la muestra.

Para determinar c y b, tomamos logaritmo a ambos lados de la ecuacién
(1), obteniendo:

Log $=Loc C+b Log K couseane (2) . L
Este resultado es una transformacidn doble logaritmica,  porque ambas
variables se expresan ahora en logaritmos. : ‘

Si hacemos og c =a
log X=10
log Y =W

podemos escribir la ecuacidn (2) en forma lineal camo sigue:
W=a+bUlU.ceieveannanes (3)

por lo tanto para hacer los cdlculos, primero tamamos logaritmos a Xy a Yy
después procedemos camo en la regresidn lineal.

Para transformar nuevamente la ecuacién (3) a la forma original, tamamos
funcidn inversa del logaritmo, entonces:



Ahsorbancia 450 nm

CURVAS PATRON AJUSTADAS POR REGRESION POTENCIAL
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