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RESUMEN

Es conocido que la interleucina-1 beta (IL-1B) favorece la hematopoyesis al inducir la
expresion de genes de varios factores de crecimiento, citocinas y sus receptores. Sin
embargo, también abate la proliferacion de las células multipotenciales 32D sin que exista
hasta el momento un mecanismo que explique tal regulacion negativa. La IL-1f induce la
produccion de TNF-a y TGF-B1 dos clasicos inhibidores de la hematopoyests en diversos
tipos celulares, esto sugiere que la regulacion negativa promovida por la IL-1p puede ser .

mediante la secrecion de inhibidores hematopoyéticos.

El presente trabajo tiene como objetivo determinar si el TNF-oo o TGF-B1 son los
responsables de la inhibicion de la proliferacion de las células 32D tratadas con
interleucina-1 beta recombinante humano (rhIL-1B). Por conteo celular se observo que los
recombinantes de TNF-c« y TGF-B1 inhiben la proliferacion celular de 32D en 48 y 43%
respectivamente, esto es de manera similar a la rhIL-1P. Lineas celulares sensibles a los
candidatos a moduladores negativos fueron expuestas al sobrenadante de células 32D
cultivadas con y sin rhIL-1f, encontrandose actividad biologica en el medio condicionado
de TNF-a. pero no TGF-B1. El producto de RT-PCR indica que esta sintesis de TNF-a se
correlaciona con incremento en la expresion de RNAm, finalmente por ensayo de bloqueo
con anticuerpo anti-TNF-o a cultivos celulares en presencia de rhIL-1f3, se observé que la
participacion del TNF-cten la inhibicion de la proliferacion inducida por rhIL-1f8 es
parcial, dado que la presencia del anticuerpo solo restablece en 43% la proliferacion

celular,

Los resultados permiten proponer un mecanismo por el que la IL-1p regula negativamente
la proliferacion de la linea 32D. El estimulo de rhIL-1f incrementa la expresion de RNAm
para TNF-c, éste se traduce a proteina biologicamente activa que actuando de manera
autocrina/paracrina, suprime la proliferacion celular de manera conjunta con la IL-1f o

algtin otro factor inhibidor de la hematopoyesis.
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INTRODUCCION.
Hematopoyesis.

Las células sanguineas tienen como principal funcion el transporte de oxigeno por parte de
eritrocitos y la defensa del organismo por parte de los leucocitos, contra la invasion de
agentes patogenos. Las células sanguineas maduras (eritrocitos, granulocitos, monocitos,
linfocitos y plaquetas) mueren por senescencia o bien durante el desarrollo de sus funciones
normales (Hughes-Jones & Wickramasingh 1991). La pérdida de las células de la sangre es
rapidamente equilibrada por la formacion de nuevas células sanguineas, mediante el

proceso conocido como hematopoyesis (Orkin 1995).

La produccion de células sanguineas en el humano inicia en el saco vitelino durante los
primeros 14 a 19 dias de vida embrionaria, el higado y bazo fetal se convierten en los
principales organos hematopoyéticos en el segundo trimestre de embarazo y la médula 6sea
fetal hacia el tercer trimestre. Después del nacimiento, es la médula osea el principal sitio
hematopoyético en individuos sanos. Durante los primeros cuatro afios de vida, la médula
de todos los huesos contribuye a la hematopoyesis (Munker er a/, 1998). Posteriormente,
con el incremento de células adiposas en ciertas regiones de la médula, la hematopoyesis
queda restringida, de manera que a la edad de 25 aiios, los Unicos sitios hematopoyéticos
activos son los huesos pélvicos, la columna vertebral, las regiones proximales de fémur y

himero, el craneo y el esternon (Hughes-Jones & Wickramasingh 1991).

Las células sanguineas se desarrollan dentro de un ambiente particular llamado
microambiente hematopoyético, el cual esta constituido por distintos tipos celulares y
proteinas extracelulares. Las células que constituyen el microambiente hematopoyético,
conocidas como células del estroma medular, son principalmente fibroblastos, macrofagos,
células endoteliales, osteoblastos y adipocitos. La principal funcion es proveer el
microambiente propicio para favorecer la proliferacion y diferenciacion de las células
hematopoyéticas. Las células del estroma medular secretan proteinas como la colagena,
fibronectina, laminina y los proteoglicanos que constituyen la matriz extracelular, mientras

que las proteinas que regulan la fisiologia de las células hematopoyéticas y sus precursores




son llamadas citocinas (Munker er a/, 1998). La hematopoyesis es sustentada a partir de la
proliferacion y diferenciacion de un grupo de células conocido como células tallo
hematopoyéticas (Orkin 1995). Estas células se concentran principalmente en el estroma de
la médula osea y constituyen el 0.05% de esta poblacién celular, se caracterizan por su alta
capacidad proliferativa y de auto-renovacion (Ogawa & Matsunaga 1999; Orlic & Bodine
1994), asi como por la ausencia de caracteristicas morfoldgicas o citoquimicas, propias de
las células maduras o comprometidas hacia algin linaje celular. Estas células son
consideradas totipotenciales, dado que son susceptibles de comprometerse hacia cualquiera
de los linajes celulares sanguineos, cuando son estimuladas con la combinacion de
diferentes citocinas (Morrison er al, 1995, Ogawa 1993), ademas tienen la capacidad para
reconstituir la hematopoyesis a corto y largo plazo, en individuos mielosuprimidos después

de una radio o quimioterapia (Morrison et a/, 1995).

Historicamente, cultivos in vitro permitieron establecer que las células precursoras
hematopoyéticas provenientes de la médula 6sea de raton, solo proliferaban en presencia
de células estromales o de medios condicionados (MC) de cultivos de células
pertenecientes al estroma de médula 6sea (Pluznik & Sachs 1965), posteriormente se
demostrd que la proliferacion de estas células estaba sustentada por factores glicoprotéicos
presente en el MC. De esta manera la hematopoyesis estd regulada por una serie de
glicoproteinas conocidas como factores de crecimiento hematopoyético e interleucinas
(Metcalf 1998) las cuales son miembros de la familia de las citocinas. Para las células
progenitoras, la presencia de interleucina-3 (IL-3), factor estimulador de colonias de
granulocito-macrofagos (GM-CSF), de granulocitos (G-CSF), eritropoyetina (EPO) o
trombopoyetina (TPO), es suficiente para su proliferacion y diferenciacion hacia células
maduras (Clark & Kamen 1987). Por otra parte, la supresion de la hematopoyesis esta bajo
el control de citocinas originalmente reconocidas como reguladoras de procesos
inflamatorios o inmunes, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), interferon
gamma (IFN-y), factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y la proteina
inflamatoria de macrofagos-1 alfa (MIP-1at) entre otros (Metcalf 1989; Trinchieri et al,

1987, Jacobsen ¢r al, 1994).




“Entre” las citocinas que participan en el proceso hematopoyético se encuentra-la
interfeucina-1 (IL-1), la cual modula la proliferacién de células hematopoyéticas mediante
la induccion y expresion de genes para factores de crecimiento hematopoyético y sus
receptores, tanto en células estromales de médula dsea (Dinarello 1994; Fibbe &

Falkenburg 1990) como en células progenitoras (Orikasa et a/, 1993).

Interleucina-1,

Interleucina-1 es una molécula glicoprotéica que posee un amplio espectro de propiedades
inflamatorias, metabolicas, fisiologicas, hematopoyéticas e inmunoldgicas (Dinarello
1991). Existen dos formas bioldgicas; la interleucina-1 alfa (IL-1a) e interleucina-1 beta
(IL-1B), ambas formas se unen al mismo receptor por tanto tienen la misma actividad
bioldgica, a pesar de que muestran una homologia muy baja en la secuencia de aminoacidos
(20 a 30%), sin embargo entre especies existe un alto grado de conservacion de secuencias

(entre 75 y 78%) de manera que no es especie-especifica (Schindler & Dinarello 1990).

Existe otra molécula similar a la IL-1 que se une al mismo receptor, pero a diferencia de las
dos primeras, no despierta ninguna actividad bioldgica, por estas caracteristicas se le ha
dado el nombre de antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra). Estas tres moléculas
constituyen la familia de la IL-1, aunque recientemente se caracterizaron otras dos
moléculas relacionadas conocidas como interleucina-1 delta (IL-18) e interleucina-1-
epsilon (IL-1€), en tejido embrionario y células epiteliales. La IL-16 muestra una alta
homologia con IL-lra y tiene la caracteristica de inhibir la activacion del factor de

transcripcién NF-xB, inducida por parte de la IL-1e (Debets et a/, 2001).

El gen para la IL-1a tiene un peso de 10 kb (Furutani ef a/, 1986), mientras que el gen para
IL-1f es de 7 kb (Clark er a/, 1986). Estos genes en el humano, estdn localizados en el
cromosoma 2 en la posicion 2q13, en la misma region que IL-1ra y los receptores del tipo |
y tipo 1l para la IL-1 (Lafage ¢r al/, 1989). Los genes para IL-1 codifican para una proteina
precursora (pro-1L-1) de 31 kDa, que es cortada por enzimas proteoliticas para generar las
formas maduras de 17 kDa. A diferencia de la pro-1L-la que es biologicamente activa, la

pro-lIL-1f es solo parcialmente activa y debe ser cortada por una enzima especifica




conocida como enzima convertidora de la IL-13 (ICE) (Billiau et a/, 1986; 'anng et al,
1988; Hamblin 1993). 1L-lce es una proteina preferentemente enlazada a mgmbrzina
mientras que la IL-1f3 es una proteina de.secrecién, siendo por tanto la forma prédominéme

de la IL-1, en el sobrenadante de los cultivos y fluidos corporales (Dinarvellld Iv99vl)r.

Se considera como fuentes principales de IL-1 a las células del tlpo monocnto-macrofago,
sin embargo se ha demostrado que practicamente todos los tipos celulares pueden produclr
IL-1 bajo las condiciones adecuadas. De esta manera, entre los_tipos celulares ldenuﬁcadoskk’
como productores de esta molécula estan los neulroﬁlos. los astrocltos, los lmfocxtos Ty
B, los fibroblastos, los queratinocitos, las células NK, sinoviales, epltelmles,k dendriticas,

endoteliales, musculares y células de la microglia (Oppenheim 1986).

La interleucina-1 es un elemento importante en el mantenimiento de la homeostasis, tanto
por el nimero tan vasto de células sobre las que actia (Tabla 1) como por estar vinculada a
una amplia variedad de procesos metabdlicos, que regulan basicamente a los sistemas
inmune, neurcenddcrino y neuroinmune (Dinarello 1996; Alheim & Bartfai 1998). La
mayoria de los efectos de la IL-1 (Tabla 2) son mediados por la induccion de otras
citocinas, tales como la interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6), TNF, IFN (Fibbe &
Falkenburg 1989). En este sentido IL-1 ha mostrado la capacidad para inducir la
produccion de un amplia gama de citocinas, entre las que se encuentran la IL-2, IL-3,
interleucina-4 (1L-4), interleucina-5 (IL-5), IL-6, interleucina-7 (IL-7), interleucina-8 (IL-
8), TNF-o, TNF-B, IFNy, GM-CSF, M-CSF, G-CSF y de la misma IL-1 alfa o beta. Al
respecto, ambas IL-1 poseen efectos biologicos similares (Galdiero es af, 1995; Estrov ¢t al,
1995, Dower et af, 1986, Dower 1987) que incluso llegan a ser indistinguibles entre ambas

formas biologicas (Dinaretlo 1997).




Tabla I, Células sobre las que tiene efecto la IL-1.

Efccto bioldgico. Tipo celular en ¢l que se presenta.

Produccion de oxido nitrico. Células musculares cardiacas.

Incremento en la sintesis de proteinas. Ceélulas hepaticas.

Actividad pirogénica. Células de sistema nervioso central.

Actividad quimiotactica. Granulocitos.

Induccion a la proliferacidén ¢ induccion de|Células progenitoras hematopoyéticas,

receptores para factores de crecimicnto. ostcoblastos, queratinocitos, fibroblastos,
algunas células tumorales v células T.

Inhibicion de la proliferacion. Células hamatopoyéticas, endometrio, endotelio,
células cancerosas de mama v tiroides.”

Produccion de factores de crecimiento. Células dc cstroma de médula dsca.

Induccion de apoptosis. Fibroblastos, ncuronas, células B productoras de
insulina.

Inhibicidn de apoptosis. Neutréfilos.

Induccidn a la diferenciacién. Células endoteliales.

Induccidn de receptores FeyR e incremento de la | Células micloides maduras.

actividad fagocitica.

Tomada y modificada de Martinez 2000.

Respecto a la hematopoyesis, tradicionalmente se reconoce que la IL-1 participa en la
proliferacién de células hematopoyéticas, induciendo la produccion de citocinas (Ruscetti
et al, 1992) y factores de crecimiento por las células estromales de médula dsea (Dinarello
1994). Ademas favorece la supervivencia y proliferacion de las células precursoras
hematopoyéticas, con lo cual facilita la recuperacion de ratones irradiados letalmente
(Dinarello 1994; Fibbe & Falkenburg 1990; Jovcic er al, 1996; Kennedy & Borch 1999;
Snoeck et al, 1994). Se sabe de su participacion en la proliferacion de varios tipos de
leucemias, de su capacidad para otorgar un efecto radio y quimioprotector a las células
hematopoyéticas (Moreb & Zucalli 1992) y el efecto sinérgico con otros factores para

favorecer la proliferacion de precursores mieloides (Dinarello 1996).

Sin embargo también existen algunos reportes que indican que la IL-1 inhibe la
proliferacion de la linea leucémica de raton M1, asi como de la linea mieloide humana
K562 (Onozaki et al, 1985, Lovett er al, 1986), se le reconoce como una citocina
reguladora de la proliferacion de células de leucemia aguda (AML) (Carter e a/, 1992) y
también parece inhibir la proliferacion de macrofagos inmortalizados con retrovirus hasta

en un 25%. Se ha demostrado que la combinacion de factor estimulador de células tallo
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(SCF), 1L-6, interleucina-11 (IL-11) y EPO favorece la multiplicacion de los progenitores

mieloides totipotenciales, pero la adicién de IL-3 o IL-1 (alfa o beta) suprime la produccion

de unidades formadoras de colonias en cultivo (Yonemura et al, 1996) y recientemente se

demostrod que la IL-1p inhibe la proliferacion de las células 32D de ratdn (Martinez 2000),

una linea mieloide multipotencial dependiente de IL-3, ampliamente usada como modelo de

estudio de la hematopoyesis normal (Boosalis 7 al, 1997; Sanchez ef al, 1998). Hasta el

momento no existe una explicacion del mecanismo por el que la I[L-1Bregula

negativamente la hematopoyesis en modelos de células multipotenciales.

Tabla 2. Efectos biolégicos de 1a IL-1.

Sistcma nervioso central,

Induce fiebre. sucfio, anorexia v liberacion de neuropéptidos.

Metabolismo.

Incrementa la sintesis de proteinas de fase aguda.
Elcva los niveles de Zn v Fe en ¢l sucro.
Incrementa Ia sintesis de insulina v excrecion de Na.

Sistema vascular,

Induce hipotension v shock.
Incrementa la adherencia de leucocitos.
Disminuyve la resistencia vascular,

Efectos inmunologicos.

Activa células NK en sinergismo con [L-2 ¢ IFN.

Activa a linfocitos T para la sintesis de IL-2.

Sinergiza con IL-4 para producir [L-6 que activa a linfocitos B.
Incrementa la expresidn de receptores para IL-2.

Incrementa la citotoxicidad de macrofagos.

Induce la quimiotaxis de linfocitos T v B.

Efectos inflamatorios.

Induce la sintesis de coligena v procolagenasa.

Induce la liberacion de histamina por baséfilos.

Induce la degranulacion de neutréfilos y la liberacion de tromboxanos
por monocitos.

Aumenta la expresion de moléculas de adhesion.

Efectos de tejido vascular.

Induce Ia actividad procoagutante de células endoteliales.
Incrementa Ia adhesividad de células endoteliales.

Efectos cn hematopoyesis.

Induce la produccion de GM-CSF, G-CSF, M-CSF ¢ [L-3 en células
estromales de médula dsea.

Aumenta la sobrevivencia in virro v protege a las células precursoras
hematopoyéticas de agentes citotoxicos.

Sincrgiza con IL-3. IL-6, G-CSF y M-CSF para regular la
proliferacion v diferenciacion  de  células  tallo hasta  colonias
especificas de un linaje determinado.

Estimula directamente la produccion de plaquetas.

Induce la expresion de receptores Fe en eélulas micloides.

Inhibe la hematopoyesis.

Tomada y modificada de Flores 1999.
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Se ha reportado que altas dbsis de IL-I fﬁduceq 1a produccién de TNF-c (Dinarello ,]‘i99‘6; :
Ikejima er al, 1990; Gasparetto ¢ al, ’1989) el cual puede suprimir la formacion de colpniasi g
(Ware et al, 1992) y recientemente se aeﬁlostfé que células CD34+ humanas exp"resan d'e
manera constitutiva el gen para el T\IF -t (Majka et al, 2001). Por otro lado se ha
demostrado que IL-1 promueve la sintesis de TGF-B (Yang et al, 1999 Dlnarello 1996) de'
manera que estas dos citocinas pueden estar mvolucradas en la supreston hematopoyeuca
inducida por la IL-1j3.

Factor de Necrosis Tumoral alfa.

El término factor de necrosis tumoral se refiere a dos citocinas estrechamente relacionadas
pero codificadas por genes distintos, conocidas como factor de necrosis tumoral alfa o
cachectina (TNF-a) y factor de necrosis tumoral beta o linfotoxina (TNF-B). Ambas
citocinas interaccionan con los mismos receptores de membrana y ambas estan implicadas

en la respuesta del organismo contra algunas enfermedades (Tracey & Cerami 1994).

El gen para el TNF-c¢ codifica para una pro-hormona que accesa a la membrana celular
como un polipéptido de 26 kDa (Kriegler ¢¢ al, 1988; Perez et al, 1990; Jue et al, 1990),
esta forma enlazada a membrana es bioactiva y esta implicada en las actividades paracrinas
del TNF-a en diversos tejidos. En respuesta a endotoxinas bacterianas por ejemplo
lipopolisacarido (LPS) y otros estimulos, la forma precursora es cortada por enzimas
proteoliticas para generar la forma madura de 17 kDa (Pennica et al, 1984, Davis et al,
1987). Tres de estas formas monoméricas se asocian de manera no-covalente para formar
un trimero, que es la forma bioactiva del TNF-u predominante en suero y fluidos

corporales (Smith & Baglioni 1987; Jones ef al, 1989).

Originalmente se consideraba que el TNF-« era exclusivamente producido por monocitos y
macréfagos (Lange 1992; Ferdy et al, 1998), sin embargo se ha demostrado, al menos in
vitro, que muchos tipos celulares son capaces de sintetizar TNF-o (Sidhu & Bollon 1993),
por ejemplo, las células de leucemia promielocitica aguda, timocitos, linfocitos T y B,
células NK, fibroblastos (Bharat & Jordan 1992; Hamblin 1993) y otros tipos celulares en

respuesta a toxinas bacterianas, productos inflamatorios e infecciones por Psewdomona
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acruginosa, Francisella tilarensis y‘ salmoﬁg!a, entre ’otrosr (Coié Te‘l al, 1999; Stenmark ¢t
al, 1999; Ciacci-Woolwine e/ al, 1997) (Tabla 3).

Tabla 3. Biologia del TNF.

Estructura. Forma asoctada a membrana de 26 kDa.
Forma secretada v biologicamente activa de 17 kDa.
Estimulo de liberacion. Toxinas bacterianas (lipopolisacdrido, entcrotoxina, toxinas de

sindrome de shock tdxico), micobacterias, pardsitos, productos
de activacion del complemento, complejos antigeno-anticuerpo,
citocinas.

Fuentes cclulares. Macrofagos, linfocitos, cosindfilos, astrocitos, células de
Langerhans,

Actividades bioldgicas cclulares. | Citotoxicidad  sobre cicrtas  células  tumorales, factor dc
crecimiento para algunas células tumorales, supresion de LPS en
adipocitos.

Vida media cn sucro. 6-20 minutos cn mamiferos despuds de inyveccidn intravenosa.

Tomada y modificada de Tracey & Cerami 1994,

El TNF-o. muestra una amplia gama de efectos biolégicos que en general, no son especie-
especificos (Aiyer & Aggarwal 1988). Su principal actividad in vivo, se refiere a la
citotoxicidad sobre células tumorales que varia dependiendo de las condiciones de
crecimiento y el grado de diferenciacion (Kirstein es al, 1986), en estudios in vitro actia
selectivamente sobre lineas celulares transformadas, no teniendo efecto sobre células
normales en cultivo salvo ciertas excepciones en las que, bajo condiciones en particular
inhibe la proliferacion de fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y queratinocitos
(Sugarman ef al, 1985; Fransen et al, 1986).

Dependiendo de la célula blanco y de la presencia de inhibidores metabdlicos, puede
inducir necrosis 0 muerte por apoptosis (Schmid et al, 1986; Grooten ¢t al, 1993), asi
mismo estd involucrado en la induccion y expresion de genes, en procesos inflamatorios,
reparacion de tejidos, respuesta inmune y hematopoyesis, se le ha detectado como agente
importante en cuadros de artritis e infecciones viricas y bacterianas (Tabla 4). Debido a su
importancia como inmunomodulador y agente antitumoral tanto in vitro como in vivo, se le
ha examinado extensivamente como una alternativa terapéutica en tratamientos de cancer,

asi en estudios preclinicos se ha administrado en combinacion con otras citocinas y agentes
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quimioterapéuticos (Beyert & Fiers 1998), sin embargo sélo en muy pocos casos se han

logrado actividades sinergisticas favorables y remisiones parciales (Negrier et a/, 1992).

Tabla 4. Efectos biolégicos del TNF-a.

Inflamacion. Importante papel proinflamatorio in vivo debido a la activacién de
neutrofilos, células mast. endoteliales, macréfagos v fibroblastos.

Pérdida de peso (cachexia). | Esta implicado ¢n pérdida de peso corporal durante cachexia.
Su administracion producc ancmia al abatir la produccion y vida
media de critrocitos.

Antitumoral. Suprime in vivo ¢l crecimiento de células tumorales.

Esta implicado en la regresion de tumores en modelos animales.

En algunos casos de leucemia micloide aguda, actia en sinergismo
con GM-CSF para inducir proliferacion.

Antibacterial, Actia contra infccciones bacterianas mediante la  activacion de
neutrofilos, monocitos v cosindfilos.

Promueve ¢l crecimicnto de células T, induce receptores para [L-2
sintesis de [FN-y.

-

Resorcion de hueso. Estimula la resorcion de hueso por accion directa en osteoblastos y
células osteoclasticas.
Suprime la sintesis de coldgeno v fosfatasa alealina en osteoblastos.

Autoinmunidad Esta involucrado ¢n la patogénesis de Lupus nefTitis
Efectos en hematopoyesis | Suprime  la  proliferacion de células  precursoras  hematopoyéticas
humanas.

Actita como radio v quimioprotcctor.
Potencia el crecimiento de células progenitoras humanas y de raton,
estimuladas con IL-3 o GM-CSF.

Tomado y modificado de Bharat & Jordan 1992

El papel del TNF-c en hematopoyesis se ha estudiado ampliamente y se reportan efectos
tanto estimuladores como inhibidores, dependiendo del sistema y de la naturaleza de las
células hematopoyéticas (Loetscher es al, 1991; Caux et al, 1990; Murphy er al, 1988;
Wisniewski ef af, 1987). Aunque inicialmente se le identifico como un factor citotoxico
posteriormente demostro propiedades estimuladoras del crecimiento en diversos tipos
celulares (Vilcek er al, 1986, Digel ef al, 1989), en este contexto se ha demostrado que
puede actuar de manera sinérgica con IL-3 o GM-CSF, para potenciar el crecimiento de
células progenitoras hematopoyéticas CD34+ de raton (Blackx ¢ al, 1991; Caux et al,
1990). Adicionalmente el TNF-a incrementa la sobrevivencia de cultivos individuales de
células Lin- Sca-1+ en cultivos tratados con IL-1-$3, este incremento en la sobrevivencia de

células progenitoras responsivas a IL-1-f se correlaciona con un incremento en el nimero
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de células viables y supresion de apoptosis..El sinergismo entre TNF-ct e [L‘-l B qLie media-
la supresion de apoptosis en células progemtoras Lin- Sca-1+in vitro, es pamcularmente ‘
interesante considerado el papel radioprotector (Neta ef a/, 1988) que de manera smergnca

tienen ambas citocinas, y que explica al menos en parte el mecanismo radloprotgctor.

A pesar de los estimulos positivos, el TNF-c es un clasico supresor de la hematopoyesis in
vitro (Gray et al, 1984; Murphy et al, 1988), que inhibe la proliferacion de células
progenitoras de médula osea de raton y humano, en respuesta a la mayoria de las citocinas
que se emplean como estimuladoras, incluidas el SCF (Degliantoni ef a/, 1985; Broxmeyer
et al, 1986; Murphy et al, 1988; Caux et al, 1991). El grado de inhibicion hematopoyética
mediado por el TNF-a es variable (Munker 1987) y dependiente de la fraccion celular
separada de la médula dsea y del tipo de medio condicionado usado como fuente de
factores de crecimiento hematopoyético, asimismo el efecto inhibitorio del TNF-a puede
ser indirecto, esto es mediante la liberacién de factores supresores por células accesorias
(Beutler ef al, 1989), los que pueden actuar de manera conjunta con el TNF-« para inhibir
la hematopoyesis (Pennica et al, 1984; Broxmeyer et al, 1986; Murphy et al, 1988; Bonnet
et al, 1995; Yamaguchi et al, 1999; Lu et al,1999; Martinez-Jaramillo ef al, 2001).

Factor de Crecimiento Transformante beta 1.

La familia del TGF-p consiste de cinco productos de genes, tres de los cuales ($1-83) son
sintetizados en humanos, siendo el factor de crecimiento transformante beta 1 y beta 2
(TGF-B! y TGF-B2) los mas frecuentes, otras dos isoformas llamadas factor de crecimiento
transformante beta 4 y beta 5 (TGF-B4 y TGF-B5) se han clonado en el pollo y rana
respectivamente (Jakowlew ef a/, 1988; Kondalah ¢r a/, 1990).

El TGF-B es considerado una molécula pleiotropica que puede ejercer efectos tanto
positivos como negativos en proliferacion, diferenciaciéon o muerte celular, dependiendo del

estadio de desarrollo de la célula blanco, si se trata de ambiente in vivo o del medio

condicionado utilizado como fuente de citocinas para estudios fn .vitro (Fortunel et al,
2000).




El TGF-B es sintetizado como proteinas precursoras biologicamente inactivas. . Estas
consisten de pre-pro-péptidos que requieren dos pasos para constituirse como’ formas
activas (Gentry e a/, 1988). Un primer enlace proteolitico lleva a la eliminacién de un
péptido sefial hidrofobico en la region N-terminal de la proteina precursora lo que resulta en
una pro-TGF-B. Un segundo enlace separa la pro-region de la proteina hacia el péptido
maduro de TGF-f. El TGF-B estd usualmente constituido por homodimeros (TGF-f1.1,
TGF-B2.2, TGF-B3.3) pero moléculas heterodimeras también han sido identificadas
(TGF-B1.2 y TGF-B2.3) (Ogawa ef al, 1992). En el caso del TGF-$1 la forma bioactiva de
25 kDa, esta compuesta de dos cadenas peptidicas maduras enlazadas. por puentes
disulfuro. Una vez sintetizado el TGF-B es liberado por las células como complejos latentes
biologicamente inactivos, dicha inactividad esta asociada con un dimero ﬁro-peptidico
llamado proteina asociada a latencia o LAP de 74 kDa en el caso de TGF-B1. (Yin et al,

1995; Moren er al, 1994, Saharinen et al, 1998).

La vida media en plasma de la forma bioactiva es de 2 a 3 minutos, rapidamente es
procesado y degradado por el higado, rifion y bazo. Por el contrario, la vida media de la
forma latente, que es aquella secretada por la mayoria de las células y plaquetas, es superior
a hora y media, siendo retirada de la circulacion posteriormente (Wakefield et al, 1990).
Este factor es producido por varios tipos celulares particularmente plaquetas, macrofagos
activados, fibroblastos, células endoteliales entre otros (Hamblin 1993; Touhami et al,
1997, Jacobsen ef al, 1996) y es factible que también sea producido por las células
progenitoras mieloides, dado que se ha identificado la proteina en el medio condicionado de

celulas CD34+ humanas (Majka e a/, 2001).

Los efectos bioldgicos mediados por el TGF-B (Tabla 5) pueden clasificarse dentro de
cuatro categorias: respuesta a la proliferacion, efectos en la diferenciacion celular, sobre las
funciones de células diferenciadas y respuestas que involucran matriz extracelular (Ruscetti
et al, 1998). De manera general el TGF-f esta involucrado en el desarrollo de tumores, en

la regulacion de apoptosis, en la sintesis de proteinas de matriz extracelular, en




inmunosupresion 'y en diversos estimulos positivos y negativos en una amplia variedad de -

tipos celﬁlares (Grzegorzewski er al, 1994).

Tabla 5. Efectos biolégicos del TGF-81

Matriz extracelular, Incrementa la sintesis y liberacion de matriz extracelular en muchos
tejidos.

Suprime la sintesis de enzimas proteoliticas que degradan la matriz,
Eleva la sintesis de inhibidores de proteasas,

Incrementa la expresion celular de receptores de integrina que regulan
la_interaccion celular con la matriz.

Carcinogéncsis. Suprime ¢l crecimiento de células tumoralcs.
Algunos carcinomas v lcucemias son estimulados positivamente.
Inmunidad. Suprime la proliferacion de todas las clases de linfocitos.

Inhibe scerecion de IgG e IgM por parte de linfocitos B.
Suprime la liberacion de citocinas por parte de linfocitos T.

Efectos en hematopoyesis. | Suprime [a proliferacion de precursores nuicloides in vivo,

Suprime ¢l crecimiento de células inmaduras dependientes de IL-3 y
GM-CSF.

Inhibe la megacariopoyesis.

Invecciones  intraperitoncales por 3 dias, inhiben la formacién de
CFU-S.

La administracion intrafemoral, abate la proliferacidén de células de
médula dsca.

Protege a las células progenitoras de agentes quimioterapéuticos
cspecificos de ciclo celular.

Tomado y modificado de Hamblin 1993; Roberts & Sporn 1992

El papel del TGF-B en la regulacion de la hematopoyesis se ha estudiado in vivo utilizando
diferentes modelos en raton (Fortunel ¢f al/, 2000). Especificamente, las isoformas TGF-B1
y TGF-B2 tienen la capacidad de proteger a células tallo/progenitoras hematopoyéticas de
tratamientos con altas dosis de 5-FU (Grzegorzewski ef al/, 1994), de este modo ejerce un
control negativo sobre el ciclo celular de células primitivas hematopoyéticas de raton in
vivo sin inducir muerte celular (Jansen ef al, 1991, Grzegorzewski ¢/ al, 1994). La funcioén
del TGF- como efector de quiescencia en las células tallo/progenitoras hematopoyéticas,
se ha estudiado extensivamente /u vitro por medio de ensayos de colonias en medios
semisodlidos, sistemas de cultivo basados en estroma y cultivos liquidos de una sola célula

tanto en sistemas humanos como de raton (Fortunel ef al, 2000),

El TGF-B actia como un fuerte inhibidor de la proliferacion de células progenitoras muy

primitivas, mientras que en células mas maduras la inhibicidon puede ser menos evidente,
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debido a la presencia de células poco responsivas al factor (Pascal ef al, 1996). Se ha
" demostrado su capacidad para inhibir la formacion de colonias en células progenitoras
hematopoyéticas humanas y de raton en medio semisolido (Ottmann & Pelus 1988; Sing ef
al, 1988; Jacobsen ef al, 1991) pero no de progenitores mas comprometidos (Ohta et al,
1987, Keller et al, 1988; Keller 1990). En estos estudios, el efecto del TGF-8 en la
formacidn de colonias se ha probado en combinacidn con uno o dos factores de crecimiento
exogenos adicionados al medio con suero o bien, medio condicionado con una
combinacién de otros factores de crecimiento. Las citocinas generalmente usadas son IL-3,
GM-CSF, M-CSF y EPO. En estas condiciones de cuitivo, el TGF-J eficientemente inhibe
la formacién de colonias por parte de progenitores multipotenciales humanos (CFU-Mix)
(Jacobsen er al, 1991), siendo las células primitivas las que muestran mayor sensibilidad al

efecto inhibitorio inducido por el TGF-B (Pascal ef al, 1996) .




PLANTEAMIENTO bEL PROBLEMA.

Desde hace algunos afios es conocido que la interleucina-1 beta (IL-1B), una citocina

multifuncional producida por una amplia variedad de tipos celulares, tiene la propiedad de

regular negativamente la proliferacion de células mieloides totipotenciales (Yonemura ¢t al,

1996), asi como de lineas hematopoyéticas transformadas (Tabla 6), mientras que también

puede inhibir la proliferacion de las células 32D (Martinez 2000), una linea mieloide

multipotencial de raton y dependiente de IL-3. Sin embargo, a pesar de que existen indicios

de que la inhibicion de la hematopoyesis ocurre de manera indirecta, es decir via la sintesis

de supresores hematopoyéticos (Gasparetto et al, 1989), no es claro que tipos celulares

participan en el mecanismo inhibitorio inducido por IL-1p. Por ello el presente trabajo tiene

como finalidad definir si el mecanismo supresor mediado por IL-18 es mediante la

liberacion de los supresores hematopoyéticos TNF-a y/o TGF-p.

TIPO CELULAR

MECANISMO INHIBITORIO

Linea de linfoma de células T de raton Eb.

Bloqueo del ciclo celular en GO/G1. (Lovett
et al, 1986)

Linea de leucemia micloide de raton M 1.

Induccidon de diferenciacion. (Onozaki ¢t al,
1992)

Linea de leucemia mieloide de raton U937.

Induccion de diferenciacidon. (Onozaki et al,
1989)

Linea mieloide humana K562,

Bloqueo del ciclo celular en GO/G1. (Lovett
er al, 1986)

Unidades formadoras de colonias de

granulocito-macrdfagos de simio

Deteccion de TNF-a en suero. (Gasparetto ef
al, 1989)

Células hematopoyéticas totipotenciales de
raton Ly-6a/E+.

Sin mecanismo propuesto. (Yonemura et al,
1996)

{ Linea celular mieloide 32D.

Sin mecanismo propuesto. (Martinez 2000)

Tabla 6. Tipos celulares hematopoyéticos sobre los que IL-1 inhibe la proliferacion.
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JUSTIFICACION.

La realizacion de este estudio permite entender los mecanismos involucrados en la
inhibicién de la hematopoyesis mediada por la interleucina-1, siendo base para estudios
posteriores tendientes a entender cuadros de hematopoyesis anormal (leucemia, anemia).
En los casos en los que el curso normal del proceso hematopoyético ha sido alterado, ya
sea hacia la proliferacion o supresion de la misma, la participacion de la IL-1 puede ser
determinante, en este sentido varios estudios reconocen que IL-1[B puede actuar como un
factor de crecimiento autdcrino y paracrino de diversos tipos de leucemia (Attias ef al 1995,
Estrov et al, 1995; Schiro er al, 1994; Estrov et al, 1991; Sakai et al, 1987), participando
activamente en la progresion del estadio patologico (Darrin ¢f al, 1999). Debido a la
importancia de la 1L-1 como factor modulador del crecimiento para las células leucémicas,
es necesario un andlisis mas profundo del mecanismo por el cual esta citocina regula
negativamente la hematopoyesis en modelos normales como el de la linea celular 32D, para
completar el marco de accion de la IL-1 en la hematopoyesis y en funcion de ello, explorar

las posibilidades terapéuticas y sus implicaciones tanto positivas como negativas en la

salud.
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HIPOTESIS.

Se sabe que la interleucina-1 beta (IL-1B) inhibe la proliferacién de las células mieloides
multipotenciales de raton 32D. Se ha reportado que altas dosis de IL-1§ inducen la
produccion de TNF-oo y TGF-B1 dos clasicos inhibidores de la hematopoyesis en varios
tipos celulares incluyendo los monocito-macrofago y células de leucemia promielocitica
aguda. Ademas se ha identificado la expresion constitutiva de RNAm para TNF-ot y TGF-
Bl en células hematopoyéticas humanas CD34+. Por lo anterior se espera que la IL-1p,
induzca la produccion del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-o) y Factor de
Crecimiento Transformante beta 1 (TGF-B1) en las células 32D y sean estos factores los

responsables de la inhibicion de la proliferacion.
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OBJETIVO. -

Determinar si el TNF-c« o TGF-B1 son los respops}ibles de la inhibicion de la proliferacion

de las células 32D tratadas con rhIL-1f.

OBJETIVOS ’pARTl(;ULA’RES. o

1. Evaluar el efecto del rhiIL-18, rhTGF-BI y /rmTNF-a en la: prohferacxon de la Imea-y
celular 32D. ‘

2. Definir si los sobrenadantes del cultivo dei’ células 32D;‘tratz‘1das-"coh‘ rhIL‘-lﬁ“(MC)

tienen actividad tipo TNF-c . o A
3. Definir si los sobrenadantes del cultivo de célilas ;32D tratadas co thIL-18 . (MC)

tienen actividad tipo TGF-f1.

células 32D.

5. Determinar la participacion de la(s) cltocma(s

abatimiento de la proliferacién celular’ de 32D por medxo‘de bloqueo del factor con el

antlcuerpo I'ESPCCKIVQ
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METODOLOGIA.
Lineas celulares.

Para este trabajo se empled la linea celular hematopoyética multipotencial de ratén 32D
dependiente de interleucina-3 (IL-3), la cual fue donada por la Dra. T. Hoang (Laboratorio
de Hematopoyesis y Leucemia, Montreal, Canada). Las células fueron cultivadas en medio
de cultivo Iscove’s Modified Dulbecco’s (Gibco BRL, USA) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (Gibco BRL, USA), adicionando 0.5 ng/mL de interleucina-3

recombinante de raton (rmIL-3) (R&D System, USA) y se mantuvieron a una temperatura

de 37° C y 5% de CO;. La linea celular epitelial de pulmén de bison MviLu y la linea

celular de fibrosarcoma de pulmon de raton L929, se mantuvieron en  las mismas

condiciones de cultivo que las células 32D a excepcidn de la adicién de IL-3 -

Citocinas recombinantes y anticuerpos.

Para este trabajo se utilizd interleucina-1 beta recombinante hurﬁana . (rhIL-1PB),
interleucina-3 recombinante de raton (rmIL-3), factor ’de necrosis iumon;al alfa
recombinante de ratdon (rmTNF-o), factor de crecimiento transformante beta |
recombinante humano (rhTGF-B1), interferon gamma recombinante de ratéon (rmIFN-y) y
anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral alfa de ratén (anti-TNF-a) obtenidas de R&D
Systems, USA. Todas las citocinas se reconstituyeron en PBS al 0.1 % de albimina sérica
bovina, el anticuerpo se reconstituyd en PBS. En todos los casos se alicuoté y almaceno a

-70° C hasta su uso.
Evaluacion de la proliferacién y viabilidad.

Para evaluar el efecto de la rhIL-1B, rmTNF-a, rhTGF-B1 y rmIFN-y en la proliferacion de
las células 32D, se cultivaron 1x10° cel/mL en placas de 96 pozos (Nuclon, USA) en

presencia o ausencia de diferentes concentraciones de los recombinantes antes

mencionados, después de 48 horas de cultivo se procedio a evaluar el niimero celular por




conteo directo utilizando un hemocitometro, se efectﬁarornftr\es‘ensvayps independientes con
tres repeticiones por condicion. Paralelamente se detérfriinc'? la_viabilidad celular por -la
técnica de exclusion al azul tripano (Sigma, USA),. como se describe pre\’/iarﬁemey (Rodel
& Link 1996; Tanaka er a/, 1993), se utilizé una proporcion 1:1 de colorante y de muestra

celular presentandose como porcentaje de células vivas (no tefiidas con el colorante).

Evaluacion de la diferenciacion.

Para todos los recombinantes, se evalud la induccion a la diferenciacfén morfologica. Para
esto se realizaron frotis, que posteriormente fueron fijados con metanol absoluto y tefiidos
con Wright-Giemsa (Sigma, USA). Se establecieron los porcentajes de células
diferenciadas hacia los linajes monocito-macrofago y granulocito-neutrofilo, debido a que
son los linajes comunmente derivados de la diferenciacion de las células 32D,
distinguiendo los blastos de l-aS células diferenciadas por su tamaifio, forma del nicleo y
proporcion nicleo/citoplasma (Greenblatt & Elias 1992; Harris ef al, 1998; Hayashi et al,
1994).

Bioensayos para detectar actividad biolégica de TNF-a 0 TGF-f31.

Para detectar actividad biologica de TNF-a o TGF-B1 en el medio condicionado de las
células 32D con y sin tratamiento de rhIL-1f, se emplearon las lineas celulares sensibles:

1929 para el TNF-a (Bharat & Jordan 1992) y MvI1Lu para el TGF-B1 (Wu et a/, 1996).

Brevemente, las células MvlLu se cultivaron a una densidad de 2.5x10° células/0.1 mL en
p-lacas de 96 pozos (Nuclon, USA) por 24 horas. Posteriormente se sustituyé el medio por
50 uL de medio de cultivo nuevo mas 50 uL de medio condicionado (MC) con y sin
tratamiento de rhIL-1B. Se consideraron controles positivos de 1 ng/mL de rhTGF-B1,
control negativo de MC de células 32D sin estimulo y un control de 5 ng/mL de rhIL-1p.

Se evaluo la proliferacion celular mediante conteo directo a las 48 horas de cultivo.

Por otro lado, la linea celular L929 se cultivo a una densidad de 3x10% células/0.1 mL en

placas de 96 pozos por 12 horas. Posteriormente se sustituyo el medio de cultivo, por 50 uL
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de medlo nuevo mas 50 uL de MC de 32D con ysin tratamnento de rhIL- IB y adlcuonando
0.5 ug/mL de actinomicina D como coadyuvante. Se consideraron controles negatlvos de
actinomicina D, 5 ng/mL de rhIL-1B, MC de 32D sin estimulo y como control posxtlvo 10
ng/mL de rmTNF-«, permaneciendo en condiciones de cultivo por 16 horas Fmalmente se

.. evalué el porcentaje de sobrevivencia por exclusion al azul tripano.

“Para ambos ensayos bioldgicos se efectuaron al menos tres ensayos mdependxentes con tres

~repeticiones por condicién.

“Expresion de genes de las citocinns inducidas porla rhlL-lB.

La expresion de RNAm para la citocina mduclda por la rhIL IB ﬁ:e determmada medlante :
el ensayo de transcripcidn reversa acoplada de la reaccnon en cadena de la pohmerasa (RT-
PCR). o

Brevemente, mediante la técnica de extraccion de RNA por Trizol (Invitrogen), se extrajo
el RNA total a partirde 1.5 a 2x10% células cultivadas en presencia de 5 ng/mL de rhIL-18,
estas células se cosecharon, se elimind el sobrenadante y se lavaron con 10 mL de PBS
repitiéndose el lavado con 1 mL en un tubo eppendorf con capacidad de 1.5 mL (nuevo y
estéril) para obtener el botéon. Las células fueron lisadas con 1 mL de Trizol
resuspendiendo continuamente hasta homogenizar la mezcla; el lisado se conservo a -70°
C hasta su extraccion. Para su extraccion se incubd la muestra por 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 0.2 mL de cloroformo, agitando por 15 segundos

para después incubar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd la muestra a
12,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos a una temperatura de 2 a 8° C,
separandose la fase acuosa (con RNA) a otro tubo eppendorf. Se precipito con 0.5 mL de
isopropanol dejando incubar a temperatura ambiente por 10 minutos y posteriormente se
centriftugo a 12,000 rpm por 10 minutos de 2 a 8° C, eliminandose el sobrenadante y
lavando el RNA con | mL de etanol al 75% en agua desionizada tratada con
dietilpirocarbonato (agua DEPC), posteriormente se centrifugé a 7500 rpm por 5 minutos

de 2 a 8° C eliminandose e} sobrenadante para dejarse secar a temperatura ambiente. E!




boton de RNA que es extraido, se resuspendio en agua DEPC (0.01%) éalenténdose en

bafio maria a 65° C por 5 minutos, para se colocado posteriormente en hielo.

Para determinar cualitativamente la integridad del RNA extraido, se realizd una
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en amortiguador de TBE 1X (Tris, dcido borico y
EDTA, disuelto en agua estéril y desionizada), adicionando 4 uL de bromuro de etidio (10
mg/mL) por cada 100 mL de agarosa. El RNA frio se mezclo tomando 4 uL del stock y
resuspendiendo en 4 ul. de amortiguador de carga para RNA (Glicerol al 20%, azul de
bromofenol al 0.01- 0.05% y xilencianol 0.5 % en agua DEPC), colocandose en cada pozo
del gel. El corrimiento se realizd a 70 volts, visualizindose con un transiluminador de luz
ultravioleta (UV) (FotoDyne) distinguiéndose las bandas constitutivas de RNA total (18S y
28S).

Para evaluar la concentracion de RNA total de la extraccién, se realizé una diluciéon 1:250
de los RNA’s en agua desionizada y las diluciones fueron leidas en un espectrofotometro
(Systems 9600 Perkin Elmer, New Yersey) de luz UV a una longitud de onda de 260 y 280

nm.

El RNA para cada muestra fue retrotrascrito a DNA complementario (cDNA) por la técnica
universal de RT utilizando el kit Gene Amp RNA PCR (Perkin Elmer, USA). Partiendo de
1 ug de RNA total, se mezclaron 2.0 uL de MgCl; (25 mM), 1.0 uL de Buffer 10X, H,O
DEPC (la necesaria para un volumen final de 10 uL) 4.0 uL. de dNTP’s (10 mM}), 0.5 uL de
inhibidor de RNAsa (20 U/mL), y 0.5 uL de la transcriptasa reversa (MuLV) (50 U/uL), 0.5
uL del primer Oligo dT, 0.5 uL de ditiotreitol (DTT) (0.1 M) en un tubo para RT. El
volumen total de 10 uL de reaccion se incubd 60 minutos a 42° C, posteriormente 10
minutos a 90° C y por ultimo 5 minutos a 4° C utilizando un termociclador (Systems 9600
Perkin Elmer, New Yersey). El producto de la RT fue amplificado mediante una mezcla de
reaccion para PCR, la cual consiste de 2.0 uL de MgCL; (25 mM), 4.0 uL de Buffer 10X,
28.35 ul de agua DEPC, | uL de dNTP’s, 0.25 uL de DNA polimerasa 5 U/mL
(Amplitaq), 0.2 uL del primer sentido y antisentido para B-actina (1 uM), 10 uL del cDNA,

2 uL del primer sentido y antisentido para TNF-ct, con un volumen final de reaccion de 50
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uL. Incubandose la muestra un minuto y 45 segundos a 95° C, ligrardo a.35:ciclos de dos
segmentos de 15 segundos a 95° C y 30 segundos a 60° C respectivamente, 's'eguidos“de]
minutos a 72° C, ligado a 4° C en el termociclador (Systems 9600 Perkin'Elmer, New

Yersey), para inactivar la enzima y alinear los productos.

En la electroforesis, se corrio el producto de PCR en un gel de agarosa prepﬁrado como se
menciono anteriormente para el RNA., De los 50 uL del volumen de reaccion de cada PCR,
se tomaron 4 ul a los cuales se incorporaron 4 uL. de amortiguador de carga y una vez
resuspendidos, se colocaron en cada pozo del gel sumergido en amortiguador TBE 1X, El
corrimiento electroforético fue como se describié anteriormente. Transcurridos 45 minutos
de corrimiento, se visualizd el gel en el transiluminador de UV y los resuitados fueron
fotografiados en camara CCD Foto/Analyst (FotoDyne), identificindose las bandas del
RNAm para el TNF-a. El tamafio en pares de bases (pb) de los productos es: 212 pb para
TNF-ot y 241 pb para B-actina. Se emplearon marcadores de peso molecular de 242 pb

como patron de referencia para los productos.
Bloqueo de factores.

Para identificar la participacion del factor secretado al medio condicionado por estimulo de

la rhIL-1B, se efectuaron ensayos de bloqueo con anticuerpo en cultivos de células 32D

" estimuladas con rhlL-1p. Brevemente, se cultivaron células 32D a una densidad inicial de

1x10° cel/mL en placas de 96 pozos. Previamente se incubd el anticuerpo anti-TNF-¢ por
60 minutos a 37° C y concluido el tiempo de incubacidn, se adiciond a la placa de cultivo
con los controles positivos de citocina recombinante y anticuerpo mas citocina en dosis

necesaria para bloquear la actividad del recombinante. Se evalud la proliferacién a 48 horas

de cultivo.
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RESULTADOS.

La rhIL-1pB bloquea la proliferacién de Ias células 32D,

Para confirmar que la IL-1B regula negativamente la proliferacion de la linea celular 32D
de raton, esta linea celular se cultivd con o sin rhlL-1p durante 48 horas. Se encontrdé que
la proliferacion celular se abate, con respecto al control hasta en un 40 y 43 % con dosis de
5 y 50 ng/mL de citocina recombinante respectivamente, mientras que se restablece la
proliferacion en la concentracion de 0.01 ng/mL, sin embargo el bloqueo de la
proliferacion mediada por rhIL-18 no alcanzd los niveles inducidos por 25 ng/mL de

rmIFN-y el cual es considerado como un clasico inhibidor de la hematopoyesis (Yoshida
1994) (Figura 1).

numero celular 103

] 00t 1 5 50 rmFN-y

thil-1p (ng/mL) 25 ng/ml.

Figura 1. Curva dosis-respuesta de la proliferacion de 32D después de 48 horas de cultivo
en presencia de diferentes dosis de interleucina-1 beta recombinante humano  (rhIL-18) y
como testigo de inhibicion se emplea el interferon gama recombinante de raton (rmIFN-y).

La inhibicion de Ia proliferacién de 32D en presencia de rhiL-18 no afecta la

viabilidad ni estatus de diferenciacion celular,

Para descartar la posibilidad de que {a reduccién de la proliferacion inducida por rhiL-1j,
sea consecuencia de un efecto toxico, se evalud la viabilidad celular mediante la técnica de
exclusion al azul tripano. Los resultados indican que atin cuando se reduce la proliferacion,
se manticne una viabilidad celular superior al 90%, independientemente de la dosis de

citocina empleada en cultivo durante 48 horas (Figura 2), esto permite descartar que la

\
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rhIL-1pB sea citotéxica sobre 3’7D y por lo tanlo que la reduccxon enla prohferacnon sea
debida a muerte celular por necrosis. Por otro lado, debldo a que la reduccnon en'la
proliferacion de células primitivas como las 32D se relacnona con la mduccxon a.la

diferenciacin, se evaluo si las células tratadas con rhiL-1p presentaban algun camblo en .
sus caracteristicas morfologicas.

Se confirmd que las células estimuladas durante 48 horas con rhIL-1p al ser tefiidas con
giemsa no presentan diferenciacion morfoldgica, ya que el porcentaje de blastos es superior
al 90%, similar a los niveles basales independientemente del tratamiento, en contraste, el
estimulo con rmIFN-y (un clasico inductor de diferenciacidn), indujo la diferenciacion

hacia el linaje monocito-macréfago hasta en un 44% de la poblacion (Figura 3).

100
_. 8
£
5 €0
2
F 40
()
>

WL

1
rhiL-18 (ng/mL)

Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular de 32D después de 48 horas de estimulo con
diferentes dosis de rhiL-1p.

El rmTNF-a y el rhTGF-B1 reducen la proliferacion de 32D al mismo nivel que la
rhiL-18."

Considerando que el TNF-a y TGF-$1, son reconocidos inhibidores de la hematopoyesis y
por tanto fuertes candidatos a mediar el bloqueo inducido por la rhIL-1B, se procedié a

contirmar si ambos factores recombinantes inducen efectos similares a la rhIL-1f sobre las
células 32D,
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Figura 3. Morfologia de células 32D despuds de 48 horas de cultivo sin estimulo (A) o
estimuladas con 5 ng/mL de rhIL-1B (B); 10 ng/mL de rmTNF-a (C); 1 ng/mL de rhTGF--
B1 (D) o 25 ng/mL de rmIFNy (E). Tincién con Giemsa 40X.

Los resultados indican una respuesta dosis dependiente de rmTNF-¢, particularmente la
dosis de 10 ng/mL reduce la proliteracion celular de 32D respecto al control en un 48% a
las 48 horas de cultivo (Figura 4). Por otro lado, se evalud bajo las mismas condiciones de
cultivo, la proliferacion celular de 32D al ser estimulada durante 48 horas con rhTGF-f1.
La respuesta es dosis dependiente aunque 1 ng/mL de rhTGF-B! induce la mayor
inhibicién de la proliferacion de las células 32D, aproximadamente de 42% respecto al

control. (Figura §).
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Figura 4. Curva dosis-respuesta de la proliferacion de 32D después de 48 horas de cultivo

en presencia de diferentes dosis de factor de necrosis tumoral alfa recombinante de ratén
(rmTNF-a).

nimero cefular 10 3

0 0.001 a0 01
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de la proliferacién de 32D después de 48 horas de cultivo

en presencia de diferentes dosis de factor de crecimiento transformante beta 1 recombmante
humano (rthTGF-f31).

Las proteinas recombinantes TGF-§1 y TNF-a no afectan la vinbilidad ni estatus de

diferenciacion de las células 32D.

Ambas citocinas recombinantes regulan negativamente la proliferacion de la linea celular
32D de manera similar a la rhIL-1[3, sin embargo para considerar que estas dos citocinas
podian estar involucradas en la supresion hematopoyética inducida por rhIL-183, era
necesario que el comportamiento de las células 32D expuestas a las proteinas

recombinantes TNF-a y TGF-B1 fuera igualmente similar en lo que respecta a viabilidad y

TESIS CON
FALLA DE ORIGFN

32



diferenciacion morfologica, por lo. que se evaluaron estos parametros ‘en las mismas

condiciones de cultivo que para la rhIL-18.

Las células tratadas con o sin thTGF-B! y rmTNF-ct mantienen una viabilidad superior al
90% para todas las dosis durante 48 horas de estimulo (Figura S y 6). Asimismo, las células
tefiidas con giemsa no mostraron cambios morfologicos por estimulo de los recombinantes,
siendo los porcentajes de células no comprometidas hacia diferenciacion superiores al 90%
tanto en células con o sin tratamiento de rmTNF-a y rhTGF-B1, Gnicamente la presencia de

rmIFN-y induce diferenciacion hacia el linaje monocito-macroéfago (Figura 3).
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad de las células 32D después de 48 horas de estimulo con
diferentes dosis de thTGF-B1.
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Figura 7. Porcentaje de viabilidad de las células 32D después de 48 horas de estimulo con
diferentes dosis de rmTNF-a.
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: El ‘medio condlclonndo‘de cclulas 32D tr'lt'ld.ls con rlllL-lB durnnte 48 horas de’”

) culuvo tlcne acnvudnd tlpo TNF—or. pcro no TGl"-[]l.

~Una vez que se conﬁrmo la regulacion negativa de la hematopoyeSls por parte de la rhIL- B
18, asi ‘como de las citocinas candidato a moduladores negativos de la prollferamon‘
mediada por rhlL-1p, se efectuaron ensayos bioldgicos para detectar actividad- tipo TNF-ct

Uy TGF;B] en ‘el sobrenadante de cultivos de células 32D tratadas con rhIL-1B (medio
- - condicionado: MC).

Cﬁéhdo las células MvlLu, una linea sensible a la presencia de TGF-B, fue expuesta al
medio condicionado de 32D con y sin estimulo de rhIL-1f3, no se observo inhibicién de la
proliferacion, en cambio el rhTGF-f1 suprimio la proliferacién celular de la linea MviLu
en aproximadamente un 31% (Figura 8). Para descartar que la rhIL-1f3 presente en el
medio condicionado fuera la responsable de la inhibicion de la proliferacion celular de
MvliLuy, se le incluye como control en la misma concentracion de estimulo para la linea

celular 32D y como se observa tampoco tiene efecto sobre la proliferacion de MviLu
(Figura 8).

Para detectar la presencia de TNF-c en el sobrenadante de los cultivos de células 32D, las
células L929, una linea sensible a la presencia del factor, fue expuesta al medio
condicionado de 32D cultivadas en presencia o ausencia de rhIL-1B. Los resultados
muestran que el medio condicionado de las células 32D tratadas con rhIL-1p induce
abatimiento de la viabilidad de la linea celular L.929 hasta en un 34% respecto al control
(Figura 9). La adicidon de rhIL-1p al cultivo de las células L929 no reduce la viabilidad,
unicamente el medio condicionado de 32D tratadas con rhlL-1p y el recombinante de TNF-
o impactan negativamente la viabilidad de las células L929 (Figura 9). Debido a esto, se
considero que el TNF-a biologicamente activo encontrado en el medio condicionado, podia

participar en la supresion de la proliferacion celular de 32D inducida por la rhiL-10.
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Figura.8 Bioensayo para detectar TGF-B1 en el medio condicionado de células 32D usando -

la’ linea celular MvlLu. MC 32D - rhIL-18, medio condicionado de células 32D :en
ausencia de rhIL-1B; rhTGF-B1, | ng/mL de rhTGF-B1; MC 32D + rhIL-1B, ‘medvio'
condicionado de células 32D cultivadas en presencia de 5 ng/mL de rhIL-1p. :
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Figura 9. Bioensayo para detectar TNF-c. en el medio condicionado de células 32D usando
la linea celular L929. MC32D (- rhlL-1B) Act-D, medio condicionado de células 32D en
ausencia de rhIL-1B mas Act-D; Act-D, 0.5 ug/mL de actinomicina D como coadyuvante;
MC32D (+ rhlL-18 ) Act-D, medio condicionado de células 32D cultivadas en presencia de
5 ng/mL de rhlL-13 mas Act-D; rhIL-13 Act-D, 5 ng/mL de rhIL-1p mas Act-D; rmTNF-
a Act-D, 10 ng/mL de rmTNF-a mas Act-D.

La rhlL-1B incrementa la expresion de RNAm de TNF-a en las células 32D.

Una vez identificada actividad biologica similar a TNF-a en el MC de las células 32D
tratadas con rhIL-1f, se evalud si existia incremento en la expresion de RNAm mediante el

ensayo de transcripcion reversa acoplada de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR).
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El prdducto de RT-PCR (Figura 10) muestra que el estimulo de rhIL-1 incrémenta la’

expresnon de RNAm para TNF-a en las células 32D, de esta manera la presencm de la

cnocma en el MC se correlaciona con el incremento en la expresion del gen.

[0 25 4

[
—

: TNF-a (212 pb)
B-actina (241 pb)

Figura 10. Producto del RT-PCR para TNF-a en las células 32D después de 48 horas de
cultivo en presencia de 5 ng/mL de rhIL-1p. Carril 1: pesos moleculares; carril 2 y carril 4:
células 32D cultivadas sin y con rhlL-1p respectivamente. Carril 3 y carril 5: B-actina de
células 32D cultivadas sin y con rhIL-1p respectivamente.

El bloqueo de Ia proliferacion de las células 32D tratadas con rhIL-1B, es

parcialmente mediado por el TNF-a.

Demostramos por RT-PCR que la rhIL-1p incrementa la expresion de RNAm para TNF-
aen las células 32D y que el incremento se correlaciona con la traduccion a proteina
biologicamente activa evidenciada por el ensayo biologico de la linea celular L929. Para
asegurar la identidad de TNF-a y definir su participacion en la supresion de la
proliferacion de 32D, se estimuld a estas ultimas con rhiL-1B adicionando el anticuerpo
dirigido contra TNF-ou en dosis suticiente para bloquear la actividad de 10 ng/mL de
citocina recombinante. El anti-TNF-a es capaz de recoastituir en un 43% la proliferacion

de 32D a pesar de la presencia de la rhlL-1PB, mientras que el anticuerpo solo no afecto la

proliferacion (Figura 11).
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Figura 11. Proliferacion de 32D después de 48 horas de cultivo en presencia de rhIL-1f y
anti-TNF-a. ( - ), células 32D sin estimulo; rhIL-1p, células 32D cultivadas en presencia de
5 ng/mL de rhIL-1; rhIL-1B + anti-TNF-q, células 32D cultivadas en presencia de rhIL-1
y anti-TNF-c, anti-TNF-q, células 32D cultivadas en presencia de 16 ug/mL de anticuerpo
anti-TNF-a; rmTNF-a + anti-TNF-a, células 32D cultivadas en presencia de rmTNF-a y
anti-TNF-a; rmTNF-q, células 32D cultivadas en presencia de 10 ng/mL de rmTNF-c.
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DISCUSION.

La interleucina-1 (IL-1) es una citocina multifuncional que por su reconocido papel como
estimuladora - de la hematopoyesis, frecuentemente es incluida en los protocolos
terapéuticos de expansion de células primitivas hematopoyéticas normales (Yonemura ef al,
1996), sin embargo la participacion de la interleucina-1 en hematopoyesis no estd
restringida Gnicamente como modulador positivo, ya que se ha demostrado que es capaz de
suprimir la proliferacion in vitro de las células hematopoyéticas totipotenciales Ly-6a/E+
de raton (Yonemura er al, 1996), abate la multiplicacion /2 vivo de unidades formadoras de
colonias de granulocito-macrofagos (CFU-GM) en un modelo de primates (Gasparetto ef
al, 1989), mientras que frena la proliferacion de la linea celular multipotencial de raton 32D
{Martinez 2000), asi como de algunos tipos de leucemia mieloide aguda (AML) (Carter et
al, 1992; Bruserud 1996). De esta manera aiun cuando existen estudios que reconocen el
potencial de la IL-1 como supresora hematopoyética y la participacion de supresores
hematopoyéticos, no es claro ¢l mecanismo por el que la IL-1P suprime la hematopoyesis

en células multipotenciales.

Debido a que la mayoria de los efectos biologicos de la IL-1 son mediados por la induccion
de otras citocinas, se propuso que las células 32D al ser estimuladas con rhIL-1B debian
estar secretando supresores hematopoyéticos, siendo éstos los principales responsables c‘lel'
abatimiento de la proliferacion celular. De entre los principales responsables del freno de la k
hematopoyesis se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y factor - de
crecimiento transformante beta (TGF-B), es por ello que aqui se les considera como

candidatos a moduladores negativos inducidos por la IL-1B.

Se encontro que el sobrenadante de las células 32D tratadas con rhIL-1f incrementan la
expresion del gen para TNF-o, esto indica que las células hematopoyéticas
multipotenciales 320 son capaces de sintetizar la proteina biologicamente activa, de ésta
manera la sintesis de TNF-a no esta restringida a células maduras como tradicionalmente
se ha considerado (Ferdy ¢ al/, 1998). Ademas sec evidencia su participacion en el

abatimiento de la proliferacion celular de 32D tratadas con rhiL-1§ siendo su intervencion
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parcial dado que la presencia del anticuerpo anti-TNF-c, no restablece por completo la
proliferacion celular, lo cual sugiere que la IL-18 y el TNF-a son los responsables del
efecto inhibitorio o bien que otro modulador negativo esta siendo secretado. La
intervencion del TNF-a en la inhibicién hematopoyética inducida por 1L-1f concuerda con
un modelo in vivo donde la IL-1f es administrada via intravenosa y en el que existe
induccién de TNF-c, el cual participa al menos en parte en la supresion de CFU-GM, sin
embargo este estudio no especifica que tipos celulares participan en la secrecion del
inhibidor hematopoyético (Gasparetto ¢r al, 1989). El modelo de células 32D permite
esclarecer la participacion de células multipotenciales en la secrecion de TNF-q, existiendo
la posibilidad de que otros inhibidores por ejemplo, MIP-1a o iNOS inducidos tanto por la
IL-18 como por el TNF-ct (Dinarello 1996, Reykdal er al, 1999), pueden estar involucrados

en la supresion hematopoyética inducida por 1L-1p.

Considerando que el TNF-o. es un reconocido inductor de muerte celular (Giora et al,
1991), es dificil explicar la razon por la que en las presentes condiciones de trabajo, el
TNF-a tanto en forma recombinante como de proteina secretada permite la sobrevivencia

de las células 32D.

Se sabe que los efectos biologicos del TNF-o son mediados a través de dos receptores
conocidos como p55 y p75, expresados practicamente en todas las células hematopoyéticas
con excepcion de eritrocitos y células T no estimuladas (Beyert & Fiers 1998; Lewis ef al,
1991). Varios estudios relacionan el tipo de receptor expresado, con la supresion
hematopoyeética inducida por el TNF-g, de esta manera se sabe que los receptores pS5 y
p75 estan involucrados en la supresion de la proliferacion de las células CD34+ y células
Lin-Sca-1+ respectivamente (Rusten ¢r af, 1994; Fahlman ef a/, 1994), Asimismo se ha
intentado correlacionar la ruta metabélica activada ya sea por apoptosis o arresto en el ciclo
celular con el tipo de receptor, sin embargo el papel de los receptores en la inhibicion de la
hematopoyesis no es del todo claro y en su mayoria controversial, por ejemplo el efecto
apoptético del TNF-c esta bien documentado y principalmente mediado a través del

receptor p55S (Baker & Reddy 1996; Yuan 1997; Zheng et al, 1995), asi en las células T
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“humanas de individuos adultos la expresién de pVSAS ﬁéro‘ no:-p75 iﬁgrerﬁéma ‘ la
susceptibilidad a apoptosis inducida por el TNF-a (Aggarwal et al; :1999), sin:ﬁe'mba‘rgo"—
también se ha reportado que el receptor p55 esta involucrado en una r_ﬁta no. apoptéiicz{
(Rath & Aggarwal 1999), mientras que el receptor p75 puede participar en la ihduéci()‘ﬁ‘ de
apoptosis (Baxter ¢ al, 1999), o suprimir la proliferacién sin muerte celuihr (Zhehg et al,
1995).

Por otro lado la sola presencia de un receptor por ejemplo p75; no determina
necesariamente la capacidad del TNF-oo para inducir muerte celular, el efecto en
proliferacion y muerte no ocurre por lo tanto exclusivamente a través de un solo tipo de
receptor (Baxter er al, 1999), siendo la proporcion de ambos receptores decisiva en
predeterminar citotoxicidad en respuesta a TNF-c. (Van Ostade er al, 1994; Declerq ef al,
1998), es por ello que el balance entre el tipo de receptor expresado en las células 32D
probablemente sea la clave para definir la inhibicion de la proliferacion inducida por el
TNF-a.

Sin embargo, no es extrafio que la combinacion de IL-1B y TNF-o reduzcan la
proliferacion sin afectar la viabilidad celular como aqui se muestra, ya que por separado
estas citocinas son capaces de promover la sobrevivencia celular. Este dato concuerda con
evaluaciones en las que el TNF-a incrementa la sobrevivencia in vitro de células Lin- Sca-
1+ de ratdn, elevando el numero de células viables y suprimiendo apoptosis hasta tres veces
en presencia de IL-1P (Jacobsen er al, 1996). Asi se ha observado que la IL-1B puede
suprimir apoptosis en sinergia con TNF-a (Neta ¢/ al, 1988; Jacobsen et al, 1996), lo cual
explica en parte el papel radioprotector de ambas citocinas sobre células mieloides (Neta
1997, Karkanitsa ef al, 1997, Dalmau er al, 1997).

Por otro lado, el medio condicionado de células 32D no muestra actividad biologica de
TGF-f, a pesar de que es una citocina inducible por la IL-1B (Yang ef al, 1999), que se ha
identificado en el sobrenadante de células CD34+ de médula osea humana normal (Majka
et al, 2001) y que el recombinante actiia como supresor hematopoyético de manera analoga

a rhiL-1-f y rmTNF-a, es decir abate la proliteracion sin inducir muerte celular o
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'”d'it:err'énciécic';n. Existe la posibilidad de que si el TGF-B es secretado pof kla’srcélulas 32[5 en
“una cantidad muy pequeiia, no sea detectado por el ensayo biolégico. Aunado a ello, enla
mayoria de las células el TGF-B es secretado en forma de complejos latentes
biolégicamente inactivos, dicha inactividad esta asociada con un dimero pro-peptidico
llamado proteina asociada a latencia o LAP (Yin et al, 1995; Moren et al, 1994; Saharinen
et al, 1998), el cual permanece unido al TGF-B atn después de su secrecion y que evita que
esta molécula tenga actividad biologica. Es probable que la IL-1B no tenga la capacidad de
inducir la liberacion de TGF-B biologicamente activo en las células 32D, lo que podria
explicar la ausencia de actividad biologica de TGF-B en el medio condicionado. Por otro
lado seria recomendable demostrar por ensayo de ELISA o mediante la técnica de Western
Blot, la presencia o ausencia de esta citocina en el sobrenadante de cultivos tratados con
rhIL-1B. Asi por el momento, no es posible excluir por completo la presencia -y
participacion del TGF-B en el mecanismo inhibitorio de la proliferaciéon inducido por. la
rhiL-18. '

Los resultados permiten proponer un mecanismo por el que la ILfIB regu!a né:g;é‘tivé.me‘nbte
la hematopoyesis. En las células multipotenciales 32D el estimulo de r‘thL'-lABhinc'i'l.l-cre' la
produccion de TNF-ct, el cual actia de manera autdcrina/paricrina, ‘sbuprimienvdo la
proliferacion celular de manera conjunta con la IL-1} o probablemente' algﬁn‘otrd factor
(Figura 11). :

En el marco de la hematopoyesis, varios estudios reconocen que la IL-1f puede actuar
como un factor de crecimiento autdcrino y paricrino de diversos tipos de leucemia (Attias
et al, 1995, Estrov et al, 1995; Schiro er al/, 1994, Estrov et al, 1991, Sakai er al/, 1987),
mientras que en estudios in vitro, se ha detectado que existe correlacién entre la capacidad
de blastos de AML para producir IL-1B y su capacidad para crecer de manera auténoma
(Bradbury ¢f al, 1990, Bradbury ¢r al, 1992; Cozzolino et a/, 1989; Hoang et al, 1988),
células progenitoras de leucemia mieloide cronica (CML) producen grandes cantidades de

I1.-1B lo cual les confiere ventajas proliferativas (Estrov er al, 1991; Wetzler ef al, 1990).
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Figura 12. Propuesta del mecanismo del bloqueo de la proliferacion inducido por la IL-1p,

Algunos datos sugieren que la produccién excesiva de IL-18 por las células leucémicas es
consecuencia de alteraciones en las cascadas de sefializacion y activacion de génesé‘ asi, la
IL-1B actiia coma estimuladora de la proliferacion de blastos leucémicos al intefactuar con
células accesorias, induciendo la sintesis tanto de 1L-1 como de otras citocinas. De este
modo la presencia de la IL-1 en algunos casos es determinante en la progresién‘dél estadio

patoldgico (Darrin et al, 1999; Cacciola ¢t al, 1994).

Tomado en cuenta estos antecedentes, en los que IL-1B es un factor importante para la
expansion autonoma de células leucémicas y si los datos in vitro presentados aqui se
confirman in vivo, el cuadro para el paciente es muy desfavorable ya que la IL-1f no
Unicamente  estaria participando negativamente al inducir la proliferacion de células
leucémicas, sino también podria estar actuando a nivel de células normales, reduciendo su
proliferacion y agravando la condicién del paciente, comprometiendo seriamente su
posibilidad de respuesta inmunolégica tanto por la presencia de células leucémicas
incapacitadas para ejecutar una respuesta inmune efectiva, como por la ausencia de células
tanto multipotenciales como totipotenciales que reconstituyan la hematopoyesis a niveles
normales. Probablemente, la exploracion de nuevas alternativas terapéuticas debiera
centrarse en la participacion y control de 1L-1§ in vive ya que como puede verse, su marco
de accion en hematopoyesis es muy amplio no solo por el efecto que puede tener por si

misma, sino por la induccion de otras citocinas, por ejemplo TNF-ct.
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A pesar de que se tiene establecido que IL-1f es.un irrhportamrt‘avfhctor' de éreciﬁﬁeﬁté para
las células leucémicas, también existen reportes que han demostrado que IL-1B.puede
inhibir la proliferacion de algunos tipos de AML (Bruserud 1996). Por ello “es necesario un
andlisis mas profundo de IL-1f3 y TNF-a tanto en modelos normales como en leucémicos,
para completar el marco de accion de ambas citocinas en la hématopoyesis y en funcion de
ello, explorar las posibilidades terapéuticas y sus implicaciones tanto positivas como

negativas en la salud.
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CONCLUSIONES.

Se confirma que la rhiL-1B regula negativamente la proliferacion -de 32D sin inducir

diferenciacion o muerte celular.

El rhTGF-B1 y rmTNF-a inhiben la proliferacion de las células 32D al mismo nivel tjﬁe la

rhiL-1[.

Las células 32D tratadas con rhlL-1f secretan al medio  condicionado TNF-a

biologicamente activo.
La rhlL-1p incrementa la expresion de RNAm de TNF-a en las células 32D.

El TNF-a secretado al medio condicionado, es parcialmente responsable de la supresion de

la proliferacion de las células 32D tratadas con rhIL-1p.
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