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RESUMEN 

Es conocido que la interleucina-1 beta (lL-113) favorece la hematopoyesis al inducir la 

expresión de genes de varios factores de crecimiento, citocinas y sus receptores. Sin 

embargo, también abate la proliferación de las células multipotenciales 32D sin que exista 

hasta el momento un mecanismo que explique tal regulación negativa. La lL-113 induce la 

producción de TNF-a y TGF-P 1 dos clásicos inhibidorcs de la hematopoyesis en diversos 

tipos celulares, esto sugiere que la regulación negativa promovida por la IL-113 puede ser 

mediante la secreción de inhibidores hematopoyéticos. 

El presente trabajo tiene como objetivo determinar si el TNF-a o TGF-131 son los 

responsables de la inhibición de la proliferación de las células 32D tratadas con 

interleucina-1 beta recombinante humano (rhlL-1 p). Por conteo celular se observó que los 

recombinantes de TNF-a y TGF-131 inhiben la proliferación celular de 32D en 48 y 43% 

respectivamente, esto es de manera similar a la rh!L-l p. Lineas celulares sensibles a los 

candidatos a moduladores negativos fueron expuestas al sobrenadante de células 320 

cultivadas con y sin rh!L-1 p, encontrándose actividad biológica en el medio condicionado 

de TNF-cx pero no TGF-PI. El producto de RT-PCR indica que esta síntesis de TNF-cx se 

correlaciona con incremento en la expresión de RNAm; finalmente por ensayo de bloqueo 

con anticuerpo anti-TNF-cx a cultivos celulares en presencia de rh!L-113, se observó que la 

participación del TNF-a en la inhibición de la proliferación inducida por rh!L- 113 es 

parcial, dado que la presencia del anticuerpo solo restablece en 43% la proliferación 

celular. 

Los resultados permiten proponer un mecanismo por el que la IL-1 p regula negativamente 

la proliferación de la linea 32D. El estimulo de rh!L-113 incrementa la expresión de RNAm 

para TNF-cx, éste se traduce a proteína biológicamente activa que actuando de manera 

autócrina/parilcrina, suprime la proliferación celular de manera conjunta con la IL-113 o 

algún otro factor inhibidor de la hematopoyesis. 
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INTRODUCCIÓN. 

Hcmatopoycsis. 

Las células sanguíneas tienen como principal función el transporte de oxigeno por parte de 

eritrocitos y la defensa del organismo por parte de los leucocitos, contra la invasión de 

agentes patógenos. Las células sanguíneas 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 

rápidamente equilibrada por la formación de nuevas células sanguíneas, mediante el 

proceso conocido como hematopoyesis (Orkin 1995). 

La producción de células sanguíneas en el humano inicia en el saco vitelino durante los 

primeros 14 a 19 días de vida embrionaria, el hígado y bazo fetal se convierten en los 

principales órganos hematopoyéticos en el segundo trimestre de embarazo y la médula ósea 

fetal hacia el tercer trimestre. Después del nacimiento, es la médula ósea el principal sitio 

hematopoyético en individuos sanos. Durante los primeros cuatro años de vida, la médula 

de todos los huesos contribuye a la hematopoyesis (Munker et al, 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 años, los únicos sitios hematopoyéticos 

activos son los huesos pélvicos, la columna vertebral, las regiones proximales de fémur y 

húmero, el cráneo y el esternón (Hughes-Jones & Wickramasingh 1991). 

Las células sanguíneas se desarrollan dentro de un ambiente particular llamado 

microambiente hematopoyético, el cual está constituido por distintos tipos celulares y 

proteínas extracelulares. Las células que constituyen el microambiente hematopoyético, 

conocidas como células del estroma medular, son principalmente fibroblastos, macrófagos, 

células endoteliales, osteoblastos y adipocitos. La principal función es proveer el 

microambiente propicio para favorecer la proliferación y diferenciación de las células 

hematopoyéticas. Las células del estroma medular secretan proteínas como la colágena, 

fibronectina, laminina y los proteoglicanos que constituyen la matriz extracelular, mientras 

que las proteínas que regulan la fisiología de las células hematopoyéticas y sus precursores 
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son llamadas citocinas (Munker et al, 1998). La hematopoyesis es sustentada a partir de la 

proliferación y diferenciación de un grupo de células conocido como células tallo 

hematopoyéticas (Orkin 1995). Estas células se concentran principalmente en el estroma de 

la médula ósea y constituyen el 0.05% de esta población celular, se caracterizan por su alta 

capacidad proliferativa y de auto-renovación (Ogawa & Matsunaga 1999; Orlic & Bodine 

1994), así como por la ausencia de características morfológicas o citoquímicas, propias de 

las células maduras o comprometidas hacia algún linaje celular. Estas células son 

consideradas totipotenciales, dado que son susceptibles de comprometerse hacia cualquiera 

de los linajes celulares sanguíneos, cuando son estimuladas con la combinación de 

diferentes citocinas (Morrison et ul, 1995; Ogawa 1993), además tienen la capacidad para 

reconstituir la hematopoyesis a corto y largo plazo, en individuos mielosuprimidos después 

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

Históricamente, cultivos in 1•itro permitieron establecer que las células precursoras 

hematopoyéticas provenientes de la médula ósea de ratón, solo proliferaban en presencia 

de células estromales o de medios condicionados (MC) de cultivos de células 

pertenecientes al estroma de médula ósea (Pluznik & Sachs 1965), posteriormente se 

demostró que la proliferación de estas células estaba sustentada por factores glicoprotéicos 

presente en el t\·IC. De esta manera la hematopoyesis está regulada por una serie de 

glicoproteínas 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-macrófagos (Gt\I-CSF), de granulocitos (G-CSF), eritropoyetina (EPO) o 

trombopoyetina (TPO), es suficiente para su proliferación y diferenciación hacia células 

maduras (Clark & Kamen 1987). Por otra parte, la supresión de la hematopoyesis está bajo 

el control de citocinas originalmente reconocidas como reguladoras de procesos 

inflamatorios o inmunes, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferón 

gamma (IFN-·(), factor de crecimiento transfonnante beta (TGF-13) y la proteína 

inflamatoria de macrófagos-1 alfa (MIP-la) entre otros (J'v!etcalf 1989; Trinchieri et al, 

1987; Jacobsen et al, 1994). 
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Entre- las citocinas que participan en el proceso hematopoyético se encuentra la 

interleucina-1 (IL-1 ), la cual modula la proliferación de células hematopoyéticas mediante 

la inducción y expresión de genes para factores de crecimiento hematopoyético y sus 

receptores, tanto en células estromales de médula ósea (Dinarello 1994; Fibbe & 

Falkenburg 1990) como en células progenitoras (Orikasa el al, 1993). 

Intcrlcucina-1. 

lnterleucina-1 es una molécula glicoprotéica que posee un amplio espectro de propiedades 

inflamatorias, metabólicas, fisiológicas, hematopoyéticas e inmunológicas (Dinarello 

1991 ). Existen dos formas biológicas; la interleucina-1 alfa (!L-1 a) e interleucina-1 beta 

(IL-113). ambas formas se unen al mismo receptor por tanto tienen la misma actividad 

biológica. a pesar de que muestran una homología muy baja en la secuencia de aminoácidos 

(20 a 30%), sin embargo entre especies existe un alto grado de conservación 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 biológica. por estas características se le ha 

dado el nombre de antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1 ra). Estas tres moléculas 

constituyen la familia de la !L-1, aunque recientemente se caracterizaron otras dos 

moléculas relacionadas conocidas como interleucina-1 delta (IL-lli) e interleucina-1 

epsilon (fL-1&), en tejido embrionario y células epiteliales. La IL-lli muestra una alta 

homología con IL-1 ra y tiene la caracteristica de inhibir la activación del factor de 

transcripción NF-KB, inducida por parte de la IL-1& (Debets et al, 2001). 

El gen para la IL-1 a tiene un peso de 1 O kb (Furutani el al. 1986), mientras que el gen para 

!L-113 es de 7 kb (Clark el al, 1986). Estos genes en el humano, están localizados en el 

cromosoma 2 en la posición 2ql3, en la misma región que IL-lra y los receptores del tipo l 

y tipo 11 para la IL-1 (Lafage el al, 1989). Los genes para IL-1 codifican para una proteína 

precursora (pro-IL-1) de 3 1 kDa, que es cortada por enzimas proteoliticas para generar las 

formas maduras de 17 kDa. A diferencia de la pro-IL-la que es biológicamente activa, la 

pro-IL-113 es sólo parcialmente activa y debe ser cortada por una enzima especítica 
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conocida como enzima convertidora de la !L-113 (ICE) (Billiau et al, 1986; Hoang et al, 

1988; Hamblin 1993). IL- la es una proteína preferentemente enlazada a membrana 

mientras que la IL-113 es una proteina de secreción, siendo por tanto la forma predominante 

de la IL-1, en el sobrenadan te de los cultivos y fluidos corporales (Dinarello 1991 ). 

Se considera como fuentes principales de !L-1 a las células del tipo monoé:ito-macrófago, 

sin embargo se ha demostrado que prácticamente todos los tipos celulares.pueden producir 

IL-1 bajo las condiciones adecuadas. De esta manera, entre los tipos celulares identificados 

como productores de esta molécula están los neutrófilos, los astrocitos, los linfocitos T y 

B, los fibroblastos, los queratinocitos, las células NK, sinoviales, epiteliales, dendríticas, 

endoteliales, musculares y células de la microglía (Oppenheim ! 986). 

La interleucina-1 es un elemento importante en el mantenimiento de la homeostasis, tanto 

por el número tan vasto de células sobre las que actúa (Tabla 1) como por estar vinculada a 

una amplia variedad de procesos metabólicos, que regulan básicamente a los sistemas 

inmune, neuroendócrino y neuroinmune (Dinarello 1996; Alheim & Bartfai 1998). La 

mayoría de los efectos de la IL-1 (Tabla 2) son mediados por la inducción de otras 

citocinas, tales como la interleucina-2 (!L-2), interleucina-6 (!L-6), TNF, IFN (Fibbe & 

Falkenburg 1989). En este sentido !L-1 ha mostrado la capacidad para inducir la 

producción de un amplia gama de citocinas, entre las que se encuentran la IL-2, IL-3, 

interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), IL-6, interleucina-7 (lL-7), interleucina-8 (lL-

8), TNF-a, TNF-p, lFNy, Gl\t-CSF, M-CSF, G-CSF y de la misma !L-1 alfa o beta. Al 

respecto, ambas lL-1 poseen efectos biológicos similares (Galdiero et ni, 1995; Estrov et al, 

1995; Dower et"'· 1986; Dower 1987) que incluso llegan a ser indistinguibles· entre ambas 

formas biológicas (Dinarello 1997). 
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Tabl:t l. Células sobre las que tiene efecto la IL-1. 

Efecto bioló.uico. Tioo celular en el que se presenta. 
Producción de óxido nitrico. Células musculares cardiacas. 
Incremento en la síntesis de proteínas. Células heoaticas. 
Actividad oirouénica. Células de sistema nervioso central. 
Actividad quimiotactica. Granuloeitos. 
Inducción a la proliferación e inducción de Células progenitoras hematopoyéticas, 
receptores para factores de crecimiento. ostcobiastos, qucratinocitos, fibroblastos, 

algunas células tumorales v células T. 
Inhibición de la proliferación. Cctulas hamatopoyéticas, endometrio, endotelio, 

células cancerosas de mama v tiroides.· 
Producción de factores de crccimic.mto. Células de estroma de médula ósea. 
Inducción de apoptosis. Fibrobiastos, neuronas. células P productoras de 

insulina. 
Inhibición de apoptosis. Neutrófilos. 
Inducción a la diferenciación. Células endoteliales. 
Inducción de receptores FeyR e incremento de la Células micloidcs maduras. 
actividad fagocitica. 

Tomada y modificada de Martínez 2000. 

Respecto a la hematopoyesis, tradicionalmente se reconoce que la IL-1 participa en la 

proliferación de células hematopoyéticas, induciendo la producción de citocinas (Ruscetti 

et al, 1992) y factores de crecimiento por las células estromales de médula ósea (Dinarello 

1994). Además favorece la supervivencia y proliferación de las células precursoras 

hematopoyéticas, con lo cual facilita la recuperación de ratones irradiados letalmente 

(Dinarello 1994; Fibbe & Falkenburg 1990; Jovcic et al, 1996; Kennedy & Borch 1999; 

Snoeck el al, 1994). Se sabe de su participación en la proliferación 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 proliferación de precursores mieloides (Dinarello 1996). 

Sin embargo también existen algunos reportes que indican que la IL-1 inhibe la 

proliferación de la linea leucémica de ratón MI, así como de la linea mieloide humana 

K562 (Onozaki el al, 1985; Lovett el al, 1986); se le reconoce como una citocina 

reguladora de la proliferación de células de leucemia aguda (AML) (Carter el al, 1992) y 

también parece inhibir la proliferación de macrófagos inmortalizados con retrovírus hasta 

en un 25%. Se ha demostrado que la combinación de 
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(SCF}, IL-6, interleucina-1 1 (IL- 1 1) y EPO favorece la multiplicación de los progenitores 

mieloides totipotencialcs, pero la adición de IL-3 o IL-1 (alfa o beta) suprime la producción 

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

demostró que la IL-1 p inhibe la proliferación de las células 320 de ratón (Martínez 2000), 

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

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

momento no existe una explicación del mecanismo por el que la IL-1 p regula 

negativamente la hematopoyesis en modelos de células multipotenciales. 

Sistema nervioso central. 
Metabolismo. 

Sistema vascular. 

Efectos irununológicos. 

Electos inflamatorios. 

Efectos de tejido vascular. 

Efectos en hcmatopoycsis. 

'···--~--------··-·· 

Tabla 2. Efectos biológicos de la IL-1. 

Induce fiebre. sueño, anorexia v liberación de ncuropéptidos. 
Incrementa la síntesis de proteínas de fase aguda. 
Eleva los niveles de Zn ,. Fe en el suero. 
Incrementa la síntesis d~ insulina,. excreción de Na. 
Induce hipotensión y shock. 
Incrementa la adherencia de leucocitos. 
Disminuvc la resistencia vascular. 
Activa cClulas NK en sinergismo con IL-2 e IFN. 
Activa a linfocitos T para la síntesis de IL-2. 
Sinergiza con IL-4 para producir IL-6 que activa a linfocitos B. 
Incn:ml.!nta Ja cxprcstón di.: receptores para IL-2. 
Incrementa la citoto.xicidnd de macrófagos. 
Induce la quimiotáx1s de linfocitos T v B. 
Induce la síntesis dc colágt:na y procolagcnasa. 
Induce la liberación de lustamina por basótilos. 
Induce la degranulación de neutrótilos y la liberación de tromboxanos 
por monocitos. 
Aumenta la expresión de moléculas de adhesión. 
Induce la actividad procoagulantc de células endotclialcs. 
Incrementa la adhcsi,·idad de células endotclialcs. 
Induce la producción de G:\1-CSF, G-CSF, M-CSF e IL-3 en células 
cstromaks de m~dula ósea 
Aurm:nta la sobrcviH:nc1a m vuro y protege a las células precursoras 
hcm:ttopoyéticas d~ agcntc.::s citotóxicos. 
Sim.:rgiza con IL-3. IL-6, G-CSF y M-CSF para regular la 
proliferación ,. difrrcnciación de cdulas tallo hasta colonias 
cspcciticos de t;n linaJ~ dc:rc.::rminado. 
Estimula directamente l:i producción de plaquetas. 
Induce la expresión de receptor<!s Fe en células micloides. 
Inhibe la h<!matopO\esis. 

Tomada y modificada de Flores 1999. 
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Se ha reportado que altas dosis de IL-1. inducen la producción de TNF-a. (Dinarello 1996; 

Ikejima et al, 1990; Gasparetto et al, 1989) el cual puede suprimir la formación de colonias 

(Ware et al, 1992) y recientemente se demostró que células CD34+ humanas expresan de 

manera constitutiva el gen para el TNF-a. (Majka et al, 2001). Por otro. lado se ha 

demostrado que IL-1 promueve la síntesis de TGF-13 (Yang et al, 1999; Dinarello 1996) de 

manera que estas dos citocinas pueden estar involucradas en la .supresión hematopoyética 

inducida por la IL-113. 

Factor de Necrosis Tumoral aira. 

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-13). Ambas 

citocinas interaccionan con los mismos receptores de membrana y ambas están implicadas 

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

El gen para el TNF-a. codifica para una pro-hormona que accesa a la membrana celular 

como un polipéptido de 26 kDa (Kriegler et al, 1988; Perez et al, 1990; Jue et al, 1990), 

esta forma enlazada a membrana es bioactiva y está implicada en las actividades parácrinas 

del TNF-a en diversos tejidos. En respuesta a endotoxinas bacterianas por ejemplo 

lipopolisacárido (LPS) y otros estímulos, la forma precursora es cortada por enzimas 

proteolíticas 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 trímero, que es la forma bioactiva del TNF-a predominan~e en suero y fluidos 

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

Originalmente se consideraba que el TNF-a era exclusivamente producido por monocitos y 

macrófagos (Lange 1992; Ferdy et al, 1998), sin embargo se ha demostrado, al menos in 

vitro, que muchos tipos celulares son capaces de sintetizar TNF-a (Sidhu & Bollen 1993), 

por ejemplo, las células de leucemia promielocítica aguda, timocitos, linfocitos T y B, 

células NK, fibroblastos (Bharat & Jordan 1992; Hamblin J 993) y otros tipos celulares en 

respuesta a toxinas bacterianas, productos inflamatorios e infecciones por Pseudomona 
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aer11gi11osa, Fra11cisl!!la 111lare11sis y salmonela, entre otros (Cole et al, 1999; Stenmark et 

al, 1999; Ciacci-Woolwine 111 al, 1997) (Tabla 3). 

Tabla 3. Biología del TNF. 

Estructura. Forma asociada a membrana de 26 kDa. 
Forma secretada v biológicamente activa de 17 kDa. 

Estimulo de liberación. Toxinas bacterianas (lipopolisacárido, enterotoxina, toxinas de 
síndrome de shock tóxico), micobacterias, parásitos, productos 
de activación dd complemento, complejos antigcno-anticucrpo, 
citocinas. 

Fuentes celulares. l'.1acrófagos, linfocitos, cosinóftlos, astrocitos, células de 
Langcrhans. 

Actividades biológicas celulares. Citotoxicidad sobre ciertas células tumorales, factor de 
crecimiento para algunas células tumorales, supresión de LPS en 
adipocitos. 

Vida media en suero. 6-20 minutos en mamifcros dcsoués de invección intravenosa. 

Tomada y modificada de Tracey & Cerami 1994. 

El TNF-a muestra una amplia gama de efectos biológicos 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 diferenciación (Kirstein et al, 1986), en estudios ill vi/ro actúa 

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 proliferación de fibroblastos, celulas endoteliales, adipocitos y queratinocitos 

(Sugarman el al, 1985; Fransen et al, 1986). 

Dependiendo de la célula blanco y de la presencia de inhibidores metabólicos, puede 

inducir necrosis o muerte por apoptosis (Schmid et al, 1986; Grooten et al, 1993), así 

mismo está involucrado en la inducción y expresión de genes, en procesos inflamatorios, 

reparación de tejidos, respuesta inmune y hematopoyesis, se le ha detectado como agente 

importante en cuadros de artritis e infecciones víricas y bacterianas (Tabla 4). Debido a su 

importancia como inmunomodulador y agente antitumoral tanto i11 l'itro como in vivo, se le 

ha examinado extensivamente como una alternativa terapéutica en tratamientos de cáncer, 

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

logrado actividades sinergísticas favorables y remisiones parciales (Negrier et al, 1992). 

Tabla 4. Efectos biológicos del TNF-a. 

Inflamación. Importante papel proinflamatorio in vivo debido a la activación de 
neutrófilos. cClulas mast. endotclialcs, macrófügos v fibroblastos. 

Perdida de peso (caehcxia). Esta implicado en pérdida de peso corporal durante cachcxia. 
Su administración produce anemia al abatir la producción y vida 
media de eritrocitos. 

Antitumoral. Suprime in vivo el crecimiento de células tumorales. 
Esta implicado en la regresión de tumores en modelos animales. 
En algunos casos de leucemia mieloide aguda, actúa en sinergismo 
con G1\,f-CSF para inducir proliferación. 

Antibacterial. Actúa contra infecciones bacterianas mediante la activación de 
ncutrófilos, monocitos y eosinófilos. 

Resorción de hueso. 

Autoinmunidad 
Efectos en hematopoyesis 

Promueve el crecimiento de células T, induce receptores para IL-2 y 
síntesis de lFN-Y. 
Estimula la resorción de hueso por acción directa en osteoblastos y 
células ostcoclasticas. 
Suprime la sintcsis de col::i~cno ,. fosfatasa alcalina en osteoblastos. 
Esta in\·olucrado en la patogcncsis de Lupus nefritis 
Suprime la proliferación de células precursoras hematopoyéticas 
humanas. 
Actúa como radio y quimioprotcctor. 
Potencia el crecimiento de células progenitoras humanas y de ratón, 
estimuladas con lL-3 o Gi\1-CSF. 

Tomado y modificado de Bharat & Jordan 1992 

El papel del TNF-a 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 et al, 1991; Caux et al, 1990; Murphy et al, 1988; 

Wisniewski et al; 1987). Aunque inicialmente se le identificó como un factor citotóxico 

posteriormente demostró propiedades estimuladoras del crecimiento en diversos tipos 

celulares (Vilcek et al, 1986; Digel et 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 ratón (Blackx et 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 1 L-1-¡3 se correlaciona con un incremento en el número 
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de células viables y supresión de apoptosis. El sinergismo entre TNF-a. e IL- I-J3 que media 

la supresión de apoptosis en células progenitoras Lin- Sca-1 + in vitro, es particularmente 

interesante considerado el papel radioprotector (Neta et al, 1988) que de manera sinérgica 

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

A pesar de los estímulos positivos, el TNF-c:t. es un clásico supresor de la hematopoyesis in 

vitro (Gray et al, 1984; Murphy et al, 1988), que inhibe la proliferación de células 

progenitoras de médula ósea de ratón y humano, en respuesta a la mayoria de las citocinas 

que se emplean como estimuladoras, incluidas el SCF (Degliantoni et al, 1985; Broxmeyer 

el al, 1986; Murphy el al, 1988; Caux el '"· 1991 ). El grado de inhibición hematopoyética 

mediado por el TNF-c:t. es variable (Munker 1987) y dependiente de la fracción celular 

separada de la médula ósea y del tipo de medio condicionado usado como fuente de 

factores de crecimiento hematopoyético, asimismo el efecto inhibitorio del TNF-c:t. puede 

ser indirecto, esto es mediante la liberación de factores supresores por células accesorias 

(Beutler el al, 1989), los que pueden actuar de manera conjunta con el TNF-c:t. para inhibir 

la hematopoyesis (Pennica el al, 1984; Broxmeyer el al, 1986; Murphy el al, 1988; Bonnet 

et al, 1995; Yamaguchi el al. 1999; Lu el al, 1999; Martinez-Jaramillo el al, 2001). 

Factor de Crecimiento Transformante beta l. 

La familia del TGF-13 consiste de cinco productos de genes, tres de los cuales (J31-J33) son 

sintetizados en humanos, siendo el factor de crecimiento transformante beta 1 y beta 2 

(TGF-131 y TGF-J32) los mas frecuentes, otras dos isoformas llam~das factor de crecimiento 

transformante beta 4 y beta 5 (TGF-J34 y TGF-J35) se han clonado en el pollo y rana 

respectivamente (Jakowlew et al, 1988; Kondalah et al, 1990). 

El TGF-13 es considerado una molécula pleiotrópica que puede ejercer efectos tanto 

positivos como negativos en proliferación, diferenciación o muerte celular, dependiendo del 

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

condicionado utilizado corno fuente de citocinas para estudios /11 vitro (Fortunel et al, 

2000). 
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El TGF-13 es sintetizado como proteinas precursoras biológicamente inactivas. Estas 

consisten de pre-pro-péptidos que requieren dos pasos para constituirse como. formas 

activas (Gentry el al, 1988). Un primer enlace proteolitico lleva a la eliminación de un 

péptido señal hidrofóbico en la región N-terminal de la proteina precursora lo que resulta en 

una pro-TGF-13. Un segundo enlace separa la pro-región de la proteina hacia el péptido 

maduro de TGF-13. El TGF-13 está usualmente constituido por homodimeros (TGF-131.1, 

TGF-132.2, TGF-133.3) pero moléculas heterodimeras también han sido identificadas 

(TGF-131.2 y TGF-132.3) (Ogawa el al, 1992). En el caso del TGF-131 la forma bioactiva de 

25 kDa, está compuesta de dos cadenas peptídicas maduras enlazadas por puentes 

disulfuro. Una vez sintetizado el TGF-13 es liberado por las células como complejos latentes 

biológicamente inactivos, dicha inactividad está asociada con un dímero pro-peptídico 

llamado proteína asociada a latencia o LAP de 74 kDa en el caso de TGF-13 I. (Yin el al, 

1995; Moren el al, 1994; Saharinen el al, 1998). 

La vida media en plasma de la forma bioactiva es de 2 a 3 minutos, rápidamente es 

procesado y degradado por el higado, riñón 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 circulación posteriormente (Wakefield el al, 1990). 

Este factor es producido por varios tipos celulares particularmente plaquetas, macrófagos 

activados, fibroblastos, células endoteliales entre otros (Hamblin 1993; Touhami el al, 

1997; Jacobsen el 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 

células CD34+ humanas (Majka el al, 2001). 

Los efectos biológicos mediados por el TGF-13 (Tabla 5) pueden clasificarse dentro de 

cuatro categorías: respuesta a la proliferación, efectos en la diferenciación celular, sobre las 

fünciones de células diferenciadas y respuestas que involucran matriz extracelular (Ruscetti 

et al, 1998). De manera general el TGF-13 está involucrado en el desarrollo de tumores, en 

la regulación de apoptosis, en la sintesis de proteínas de matriz extracelular, en 
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inmunosupresión y en diversos estimules positivos y negativos en una amplia variedad de 

tipos celulares (Grzegorzewski et al, 1994). 

Tnbla 5. Efectos biológicos del TGF-131 
Matriz extracelular. Incrementa la síntesis y liberación de matriz extracelular en muchos 

tejidos. 
Suprime la síntesis de enzimas protcolíticas que degradan Ja matriz. 
Eleva la síntesis de inhibidores de proteasas. 
Incrementa la expresión celular de receptores de intcgrina que regulan 
la interacción celular con la matriz. 

Carcinogéncsis. Suprime el crecinuento de células tumorales. 
Algunos carcinomas v leucemias son estimulados positivamente. 

Inmunidad. Suprime la proliferación de todas las clases de linfocitos. 
Inhibe secreción de lgG e lg!\1 por parte de linfocitos B. 
Suorime la liberación de citocinas por oarte de linfocitos T. 

Efectos en hematopoyesis. Suprime la proliferación de precursores micloides in vivo. 
Suprime el crecimiento de células inmaduras dependientes de IL-3 y 
G!\1-CSF. 
Inhibe la megacariopoyesis. 
Inyecciones intrapcritoncalcs por 5 días, inhiben Ja formación de 
CFU-S. 
La administración intrafcmoral, abate la proliferación de células de 
médula ósea. 
Protege a las células progenitoras de agentes quimioterapéuticos 
escccificos de ciclo celular. 

Tomado y modificado de Hamblin 1993; Roberts & Sporn 1992 

El papel del TGF-P en la regulación de la hematopoyesis se ha estudiado in vivo utilizando 

diferentes modelos en ratón (Fortunel el al, 2000). Especificamente, las isoformas TGF-P 1 

y TGF-¡32 tienen la capacidad de proteger a células tallo/progenitoras hematopoyéticas de 

tratamientos con altas dosis de 5-FU (Grzegorzewski el al, 1994), de este modo ejerce un 

control negativo sobre el ciclo celular de células primitivas hematopoyéticas de ratón in 

vivo sin inducir muerte celular (Jansen et al, 199 J; Grzegorzewski l!I al, 1994). La función 

del TGF-P como efector de quiescencia en las celulas tallo/progenitoras hematopoyéticas, 

se ha estudiado extensivamente in 1·i1ro por medio de ensayos de colonias en medios 

semisólidos, sistemas de cultivo basados en estroma y cultivos liquidas de una sola célula 

tanto en sistemas humanos como de ratón (Fortunel el al, 2000). 

El TGF-P actua como un fuerte inhibidor de la proliferación de células progenitoras muy 

primitivas, mientras que en células mas maduras la inhibición puede ser menos evidente, 
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debido a la presencia de células poco responsivas al factor (Pascal et al, 1996). Se ha 

demostrado su capacidad para inhibir la formación de colonias en células progenitoras 

hematopoyéticas humanas y de ratón en medio semisólido (Ottmann & Pelus 1988; Sing et 

al, 1988; Jacobsen et al, 1991) pero no de progenitores más comprometidos (Ohta et al, 

1987; Keller et al, 1988; Keller 1990). En estos estudios, el efecto del TGF-13 en la 

formación de colonias se ha probado en combinación con uno o dos factores de crecimiento 

exógenos adicionados al medio con suero o bien, medio condicionado con una 

combinación de otros factores de crecimiento. Las citocinas generalmente usadas son IL-3, 

GM-CSF, M-CSF y EPO. En estas condiciones de cultivo, el TGF-13 eficientemente inhibe 

la formación de colonias por parte de progenitores multipotenciales humanos (CFU-Mix) 

(J acobsen et al, 1991 ), siendo las células primitivas las que muestran mayor sensibilidad al 

efecto inhibitorio inducido por el TGF-13 (Pascal et c1I, 1996) . 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Desde hace algunos años es conocido que la interleucina-1 beta (IL-113), una citocina 

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

regular negativamente la proliferación de células mieloides totipotenciales (Yonemura et al, 

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

puede inhibir la proliferación de las células 32D (1\:lartinez 2000), una línea mieloide 

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

de que la inhibición de la hematopoyesis ocurre de manera indirecta, es decir vía la síntesis 

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

participan en el mecanismo inhibitorio inducido por IL-113. Por ello el presente trabajo tiene 

como finalidad definir si el mecanismo supresor mediado por IL-113 es mediante la 

liberación de los supresores hematopoyéticos TNF-a y/o TGF-P. 

TIPO CELULAR MECANISMO fNHIBITORJO 
Línea de Iinfoma de cClulas T de ratón Eb. Bloqueo del ciclo celular en GO/G l. (Lovett 

et al, 1986) 
Línea de leucemia micloide de ratón :'\ 1 1 . Inducción de diferenciación. (Onozaki et al, 

1992) 
Línea de leucemia micloide de ratón U937. Inducción de diferenciación. (Onozaki el al, 

1989) 
Línea mieloide humana K56~. Bloqueo del ciclo celular en GO/G 1. (Lovett 

et al, 1986) 
Unidades formadoras de colonias de' Detección de TNF-a en suero. (Gasparetto et 
granulocito-macrófagos de simio al. 1989) 
Cdulas hematopoyéticas totipotenciales de Sin mecanismo propuesto. (Yonemura et al, 
ratón Lv-6a/E+. 1996) 
Linea celular micloide 32D. Sin mecanismo propuesto. (Martinez 2000) 

Tabla 6. Tipos celulares hematopoyéticos sobre los que IL-1 inhibe la proliferación. 
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JUSTIFICACIÓN. 

La realización de este estudio permite entender los mecanismos involucrados en la 

inhibición 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 proliferación o supresión de la misma, la participación de la IL-1 puede ser 

determinante, en este sentido varios estudios reconocen que IL-113 puede actuar como un 

factor de crecimiento autócrino y parácrino de diversos tipos de leucemia (Attias et al 1995; 

Estrov et al, 1995; Schiro et al, 1994; Estrov et al, 1991; Sakai et al, 1987), participando 

activamente en la progresión del estadio patológico (Darrin et al, 1999). Debido a la 

importancia de la IL-1 como factor modulador del crecimiento para las células leucémicas, 

es necesario un análisis mas profundo del mecanismo por el cual esta citocina regula 

negativamente la hematopoyesis en modelos normales como el de la linea celular 320, para 

completar el marco de acción de la IL-1 en la hematopoyesis y en función de ello, explorar 

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

salud. 
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HIPÓTESIS. 

Se sabe que la interleucina-1 beta (IL-1 ¡3) inhibe la proliferación de las células mieloides 

multipotenciales de ratón 320. Se ha reportado que altas dosis de IL-1 ¡3 inducen la 

producción de TNF-a y TGF-¡31 dos clásicos inhibidores de la hematopoyesis en varios 

tipos celulares incluyendo los monocito-macrófago y células de leucemia promielocítica 

aguda. Además se ha identificado la expresión constitutiva de Ri'TAm para TNF-a. y TGF­

¡31 en células hematopoyéticas humanas CD34+. Por lo anterior se espera que la IL-1 ¡3, 

induzca la producción del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a.) y Factor de 

Crecimiento Transformante beta 1 (TGF-¡31) en las células 320 y sean estos factores los 

responsables de la inhibición de la proliferación. 
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OBJETIVO. 

Determinar si el TNF-a. o TGF-131 son los responsables de la inhibición de la proliferación 

de las células 32D tratadas con rhIL-113. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 
'. ·,--.. :·· ' ·."·. 

l. Evaluar el efecto del rhIL-113, rhTGF-131 Y:[m~~a. enia proliferación de la línea 

celular 32D. ,,-

2. Definir si los sobrenadantes del cultivo de cél~las' 320,trat~das con rhIL-113 (MC) 
. . -_ :' 

tienen actividad tipo TNF-a.. , , , · 

3, Definir si los sobrenadantes del cultivo de células,32b't~at~das c6'.n' rhrt-1'13 (MC) 
A:.· 

tienen actividad tipo TGF-131. ' ';i (_'" · · . .-. :-; 

4. Evaluar la expresión de RNAm de la(s) citoci~~(s}i~dS~ida(~)'¡)\;~ I~ rh!L-113 en las 
. .··: . ,' .. ,-. ,··· ': / .. ·~ .. :<::. ·, 

células 32D. · , :r. .. 

5, Determinar la participación de la(s) cito~ina(s} i~c:Íu~ida(;) p~r la ~hri.~113, en el 

abatimiento de la proliferación celular de' 326; p~r iii~di~ ele 
0

bloq~~o 'del. r~c'to~ con el 

anticuerpo respectivo, 
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METODOLOGÍA. 

Líneas celulares. 

Para este trabajo se empleó la línea celular hematopoyética multipotencial de ratón 320 

dependiente de interleucina-3 (lL-3), la cual fue donada por la Dra. T. Hoang (Laboratorio 

de Hematopoyesis y Leucemia, Montreal, Canadá). 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 ratón (rmlL-3) (R&O System, USA) y se mantuvieron a una temperatura 

de 37° C y 5% de C02. La línea celular epitelial de pulmón de bisón MvlLu y la línea 

celular de fibrosarcoma de pulmón de ratón L929, se mantuvieron en las mismas 

condiciones de cultivo que las células 320 a excepción de la adición de IL-3. 

Citocinas recombinan tes y anticuerpos. 

Para este trabajo se utilizó interleucina-1 beta recombinante humana (rhIL-113), 

interleucina-3 recombinante de ratón (rmIL-3), factor de necrosis tumoral alfa 

recombinante de ratón (rmTNF-a), factor de crecimiento transformante beta l 

recombinante humano (rhTGF-131), interferón gamma recombinante de ratón (rmIFN-y) y 

anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral alfa de ratón (anti-TNF-ct) obtenidas de R&O 

Systems, USA. Todas las citocinas se reconstituyeron en PBS al O. l % de albúmina sérica 

bovina, el anticuerpo se reconstituyó en PBS. En todos los casos se alicuotó y almacenó a 

-70° e hasta su uso. 

Evaluación de la proliferación y viabilidad. 

Para evaluar el efecto de la rhIL-113. rmTNF-ct, rhTGF-131 y rmlFN-y en la proliferación de 

las células 320, se cultivaron lxl05 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 procedió a evaluar el número celular por 
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conteo directo utilizando un hemocitómetro, se efectuaron tres ensayos independientes con 

tres repeticiones por condición. Paralelamente se determinó la viabilidad celular por la 

técnica de exclusión al azul tripano (Sigma, USA), como se describe previamente (Rodel 

& Link 1996; Tanaka et al, 1993), se utilizó una proporción 1: 1 de colorante y de muestra 

celular presentándose como porcentaje de células vivas (no teñidas con el colorante). 

Evnluncióu de In diferenciación. 

Para todos los recombinantes, se evaluó la inducción a la diferenciación morfológica. Para 

esto se realizaron frotis, que posteriormente fueron fijados con metano! absoluto y teñidos 

con Wright-Giemsa (Sigma, USA). Se establecieron los porcentajes de células 

diferenciadas hacia los linajes monocito-macrófago y granulocito-neutrófilo, debido a que 

son los linajes comúnmente derivados de la diferenciación de las células 320, 

distinguiendo los blastos de las células diferenciadas por su tamaño, forma del núcleo y 

proporción núcleo/citoplasma (Grcenblatt & Elias 1992; Harris et al, 1998; Hayashi et al, 

1994). 

Bioensayos para detectar actividad biológica de TNF-ct o TGF-131. 

Para detectar actividad biológica de TNF-ct o TGF-f31 en el medio condicionado de las 

células 320 con y sin tratamiento de rh!L-1 f3, se emplearon las lineas celulares sensibles: 

L929 para el TNF-a (Bharat & Jordan 1992) y Mvl Lu para el TGF-131 (Wu e/ al, 1996). 

Brevemente, las células Mv!Lu se cultivaron a una densidad de 2.5xt03 células/O.! mL en 

piacas de 96 pozos (Nuclon, USA) por 24 horas. Posteriormente se sustituyó el medio por 

50 uL de medio de cultivo nuevo mas 50 uL de medio condicionado (MC) con y sin 

tratamiento de rhIL-113. Se consideraron controles positivos de 1 ng/mL de rhTGF-f31, 

control negativo de l'v!C de células 320 sin estimulo y un control de 5 ng/mL de rh!L-lf3. 

Se evaluó la proliferación celular mediante conteo directo a las 48 horas de cultivo. 

Por otro lado, la linea celular L929 se cultivó a una densidad de 3x 104 células/O.! mL en 

placas de 96 pozos por 12 horas. Posteriormente se sustituyó el medio de cultivo, por 50 uL 
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de medio nuevo mas 50 uL de MC de 320 con y sin tratamiento de rh!L-IP y adicionando 

0.5 ug/mL de actinomicina O como coadyuvante. Se consideraron controles negativos de 

actinomicina O, 5 ng/mL de rhIL-lP, MC de 320 sin estímulo y como control positivo 10 

ng/mL de rmTNF-a, permaneciendo en condiciones de cultivo por 16 horas. Finalmente se 

evaluó el porcentaje de sobrevivencia por exclusión al azul tripano. 

Para ambos ensayos biológicos se efectuaron al menos tres ensayos independientes con tres 

repeticiones por condición. 

Expresión de genes de las citocínas inducidas por la rhlL-tp. 

La expresión de RNAm para la citocina inducida por la rhIL-lP fue determinada mediante 

el ensayo de transcripción reversa acoplada de la reacción en cadena de la polimerasa (RT­

PCR). 

Brevemente, mediante la técnica de extracción de RNA por Trizo! (Invitrogen), se extrajo 

el RNA total a partir de 1.5 a 2x106 células cultivadas en presencia de 5 ng/mL de rhIL-1 p, 
estas células se cosecharon, se eliminó el sobrenadan te y se lavaron con 1 O mL de PBS 

repitiéndose el lavado con mL en un tubo eppendorf con capacidad de 1.5 mL (nuevo y 

estéril) para obtener el botón. Las células fueron lisadas con 1 mL de Trizo( 

resuspendiendo continuamente hasta homogenizar la mezcla; el lisado se conservó a -70° 

C hasta su extracción. Para su extracción se incubó 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 centrifugó la muestra a 

12,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 1 O minutos a una temperatura de 2 a 8° C, 

separándose la fase acuosa (con RNA) a otro tubo eppendorf Se precipitó con 0.5 mL de 

isopropanol dejando incubar a temperatura ambiente por 1 O minutos y posteriormente se 

centrifugo a 1 '.:,000 rpm por 1 O minutos de ::: a Sº C, eliminándose el sobrenadante y 

lavando el RNA con 1 mL de etanol al 75% en agua desionizada tratada con 

dietilpirocarbonato (agua DEPC). posteriormente se centrifügó a 7500 rpm por 5 minutos 

de 2 a Sº C eliminándose el sobrenadante para dejarse secar a temperatura ambiente. El 
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botón de R..'IA que es extraído, se resuspendió en agua DEPC (0.01%) calentándose en 

baño maría a 65º C por 5 minutos, para se colocado posteríormente en híelo. 

Para determinar cualitativamente la íntegrídad del RNA extraído, se realízó una 

electroforesis en un gel de agarosa al 2% en amoníguador de TBE 1 X (Tris, ácído bóríco y 

EDTA, dísuelto en agua estéril y desionizada), adicionando 4 uL de bromuro de etídío (JO 

mg/mL) por cada 100 mL de agarosa. El RNA frío se mezcló tomando 4 uL del stock y 

resuspendiendo en 4 uL de amoníguador de carga para R..'IA (Glicerol al 20%, azul de 

bromofenol al 0.01- 0.05% y xilencianol 0.5 % en agua DEPC), colocándose en cada pozo 

del gel. El corrímíento se realízó a 70 volts, visualizándose con un transilumínador de luz 

ultravíoleta (UV) (FotoDyne) dístínguiéndose las bandas constitutivas de R..'IA total (!SS y 

28S). 

Para evaluar la concentración de RNA total de la extraccíón, se realizó una dilución 1 :250 

de los RNA's en agua desionizada y las diluciones fueron leidas en un espectrofotómetro 

(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 utilizándo el kit Gene Amp RNA PCR (Perkin Elmer, USA). Partiendo de 

1 ug de RNA total, se mezclaron 2.0 uL de MgCl2 (25 mM), 1.0 uL de Buffer IOX, H20 

DEPC (la necesaria para un volumen final de 10 uL) 4.0 uL de dNTP's (10 mM), 0.5 uL de 

inhibidor de R..'1Asa (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 reacción se incubó 60 minutos a 42° C, posteriormente 10 

minutos a 90º C y por ultimo 5 minutos a 4º C utilizando un termociclador (Systems 9600 

Perkin Elmer, New Yersey). El producto de la RT fue amplíticado mediante una mezcla de 

reacción para PCR, la cual consiste de 2.0 uL de MgCL2 (25 mM), 4.0 uL de Buffer IOX, 

28.35 uL de agua DEPC, 1 uL de dNTP's, 0.25 uL de DNA polimerasa 5 U/mL 

(Amplitaq), 0.2 uL del prímer sentido y antisentido para 13-actina (1 uM), JO uL del cDNA, 

2 uL del primer sentido y antisentido para TNF-a, con un volumen final de reacción de 50 
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uL. Incubándose la muestra un minuto y 45 segundos a 95° C, ligado a 35 ciclos de dos 

segmentos de 15 segundos a 95º C y 30 segundos a 60° C respectivamente, seguidos de 7 

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 corrió el producto de PCR en un gel de agarosa preparado como se 

mencionó anteriormente para el RNA. De los 50 uL del volumen de reacción 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 IX. El 

corrimiento electroforético fue como se describió anteriormente. Transcurridos 45 minutos 

de corrimiento, se visualizó el gel en el transiluminador de UV y los resultados fueron 

fotografiados en cámara CCD Foto/Analyst (FotoDyne), identificándose las bandas del 

RNAm para el TNF-a. El tamaño en pares de bases (pb) de los productos es: 212 pb para 

TNF-cx. y 241 pb para P-actina. Se emplearon marcadores de peso molecular de 242 pb 

como patrón de referencia para los productos. 

Bloqueo de factores. 

Para identificar la participación del factor secretado al medio condicionado por estímulo de 

la rh!L-1 p, se efectuaron ensayos de bloqueo con anticuerpo en cultivos de células 320 

estimuladas con rhlL-1 p. Brevemente, se cultivaron células 320 a una densidad inicial de 

lxl05 cel/mL en placas de 96 pozos. Previamente se incubó el anticuerpo anti-TNF-cx. por 

60 minutos a 37° C y concluido el tiempo de incubación, se adicionó 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 evaluó la proliferación a 48 horas 

de cultivo. 
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RESULTADOS. 

La rhlL-113 bloquea la proliferación de las célulns 32D. 

Para confirmar que Ja IL-113 regula negativamente Ja proliferación de la línea celular 320 

de ratón, esta linea celular se cultivó con o sin rhlL-113 durante 48 horas. Se encontró que 

la proliferación 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 

proliferación en la concentración de O.O 1 ng/mL, sin embargo el bloqueo de la 

proliferación mediada por rhIL- 113 no alcanzó los niveles inducidos por 25 ng/mL de 

rmlFN-y el cual es considerado como un clásico inhibidor de la hematopoyesis (Yoshida 

J 994) (Figura 1). 

o 0.01 5 50 rmlFN-y 
-----,-h-IL--1-Jl-(n_g_/m_L_) ---- 25 ng/mL 

Figura 1. Curva dosis-respuesta de Ja proliferación de 320 después de 48 horas de cultivo 
en presencia de diferentes dosis de interleucina-1 beta recombinante humano (rhIL-113) y 
como testigo de inhibición se emplea el interferón gama recombinante de ratón (rmIFN-y). 

La inhibición de In proliíernción de 32D en presencia de rhlL-113 no afecta In 

viabilidnd ni estatus de diíerencinción celular. 

Para descartar Ja posibilidad de que la reducción de Ja proliferación inducida por rhIL- 113, 

sea consecuencia de un efecto tóxico, se evaluó la viabilidad celular mediante Ja técnica de 

exclusión al azul tripano. Los resultados indican que aún cuando se reduce la proliferación, 

se mantiene una viabilidad celular superior al 90%, independientemente de la dosis de 

citocina empicada en cultivo durante 48 horas (Figura 2), esto permite descartar que la 
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rh!L-1 f3 sea citotóxica sobre 320 y por lo tant~ ~~e la ;educción~~ la proliferación sea 

debida a muerte celular por necrosis. Por otro lado, debido a que la reducción en la 

proliferación de células primitivas com.o las 320 se relaciona con la inducción a la 

diferenciación, se evaluó si las células tratadas con rh!L-1 f3 presentaban algún cambio en 

sus características morfológicas. 

Se confirmó que las células estimuladas durante 48 horas con rh!L-1 f3 al ser teñidas con 

giemsa no presentan diferenciación morfológica, ya que el porcentaje de blastos es superior 

al 90%, similar a los niveles basales independientemente del tratamiento, en contraste, el 

estímulo con rm!FN-y (un clásico inductor de diferenciación), indujo la diferenciación 

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

100 

80 

~ 60 

1 40 

20 

o 
o 001 5 50 

rhlL·1P (ng/mL) 

Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular de 320 después de 48 horas de estimulo con 
diferentes dosis de rhlL-1 f3. 

El rmTNF-a. y el rhTGF-P 1 reducen In ¡1rolifernción de 32D ni mismo nivel que In 

rh1L-lf3 .. 

Considerando que el TNF-a. y TGF-131, son reconocidos inhibidores de la hematopoyesis y 

por tanto fuertes candidatos a mediar el bloqueo inducido por la rhlL-1 p, se procedió a 

confirmar si ambos factores recombinantes inducen efectos similares a la rhlL-1 P sobre las 

células 320. 
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Figura 3. Morfologia de células 320 después de 48 horas de cultivo sin estimulo (A) o 
estimuladas con 5 ng/mL de rhIL-113 (B); 10 ng/mL de rmTNF-o. (C); 1 ng/mL de rhTGF-
131 (O) o 25 ng/mL de rmlFNy (E). Tinción con Giemsa 40X. 

Los resultados indican una respuesta dosis dependiente de rmTNF-o., particularmente la 

dosis de 1 O ng/mL reduce la proliferación celular de 320 respecto al control en un 48% a 

las 48 horas de cultivo (Figura 4). Por otro lado, se evaluó bajo las mismas condiciones de 

cultivo, la proliferación celular de 320 al ser estimulada durante 48 horas con rhTGF-131. 

La respuesta es dosis dependiente aunque 1 ng/mL de rhTGF-131 induce la may9r 

inhibición de la proliferación de las células 320, aproximadamente de 42% respecto al 

control. (Figura 5). 
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Figura 4. Curva dosis-respuesta de la proliferación de 320 después de 48 horas de cultivo 
en presencia de diferentes dosis de factor de necrosis tumoral alfa recombinante de ratón 
(rmTNF-et). 

o 0.001 0.01 0.1 10 

rhTGF-p1 (ng/mL) 

Figura 5. Curva dosis-respuesta de la proliferación de 320 después de 48 horas de cultivo 
en presencia de diferentes dosis de factor de crecimiento transformante beta 1 recombinante 
humano (rhTGF-13 l ). 

Las proteínas recombinantes TGF-131 y TNF-et no afectan 111 viabilidad ni estatus de 

diferenciación de las células 320. 

Ambas citocinas recombinantes regulan negativamente la proliferación de la línea celular 

320 de manera similar a la rhIL-113. sin embargo para considerar que estas dos citocinas 

podían estar involucradas en la supresión hematopoyética inducida por rhIL-113, era 

necesario que el comportamiento de las células 320 expuestas a las proteínas 

recombinantes TNF-et y TGF-13 l fuera igualmente similar en lo que respecta a viabilidad y 
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diferenciación morfológica, por lo que se evaluaron estos parámetros en las mismas 

condiciones de cultivo que para la rhrL-113. 

Las células tratadas con o sin rhTGF-131 y rmTNF-et. mantienen una viabilidad superior al 

90% para todas las dosis durante 48 horas de estimulo (Figura 5 y 6). Asimismo, las células 

teñidas con giemsa no mostraron cambios morfológicos por estímulo de los recombinantes, 

siendo los porcentajes de células no comprometidas hacia diferenciación superiores al 90% 

tanto en células con o sin tratamiento de rmTNF-et. y rhTGF-131, únicamente la presencia de 

rmIFN-y induce diferenciación hacia el linaje monocito-macró(ago (Figura 3). 

o 0.001 0.01 0.1 10 

rhTGF-p 1 (ng/ml) 

Figura 6. Porcentaje de viabilidad de las células 320 después de 48 horas de estimulo con 
diferentes dosis de rhTGF-131. 

100 

80 g 
60 

i 
1l 40 

5 20 

o J . 

--
o 0.01 0.1 10 100 

rmTNF-u (ng/ml) 

Figura 7. Porcentaje de viabilidad de las células 320 después de 48 horas de estimulo con 
diferentes dosis de rmTNF-et.. 
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El medio condicionado. de· células 32D trntridns con rhl~ll3 durante 48 horas de 

cultivo tiene nctividnd tipo TNF-a. pero no TGF-131, 

Una vez que se confirmó la regulación negativa de la hematopoyesis por parte de la rh!L-

113, nsi como de las citocinas candidato a moduladores negativos de la proliferación 

mediada por rhlL-113, se efectuaron ensayos biológicos para detectar actividad tipo TNF-ct. 

y TGF~l3 l en el sobrenadante de cultivos de células 320 tratadas con rh!L-113 (medio 

condicionado: MC). 

Cuando las células Mv 1 Lu, una linea sensible a la presencia de TGF-13. fue expuesta al 

medio condicionado de 320 con y sin estimulo de rh!L-113, no se observó inhibición de la 

proliferación, en cambio el rhTGF-131 suprimió la proliferación celular de la linea MvlLu 

en aproximadamente un 31 % (Figura 8). Para descartar que la rh!L-113 presente en el 

medio condicionado fuera la responsable de la inhibición de la proliferación celular de 

MvlLu, se le incluye como control en la misma concentración de estimulo para la linea 

celular 320 y como se observa tampoco tiene efecto sobre la proliferación de l'v!vl Lu 

(Figura 8). 

Para detectar la presencia de TNF-a. en el sobrenadante de los cultivos de células 320, las 

células L929, una linea sensible a la presencia del factor, fue expuesta al medio 

condicionado de 320 cultivadas en presencia o ausencia de rh!L-113. Los resultados 

muestran que el medio condicionado de las células 320 tratadas con rh!L-113 induce 

abatimiento de la viabilidad de la linea celular L929 hasta en un 34% respecto al control 

(Figura 9) La adición de rh!L-113 al cultivo de las células L929 no reduce la viabilidad, 

únicamente el medio condicionado de 320 tratadas con rhlL-113 y el recombinante de TNF­

ct. impactan negativamente la viabilidad de las células L929 (Figura 9). Debido a esto, se 

consideró que el TNF-ct. biológicamente activo encontrado en el medio condicionado, podía 

participar en la supresión de la proliferación celular de 320 inducida por la rhlL- l 13. 
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Figura.8 Bioensayo para detectar TGF-131 en el medio condicionado de células 320 usando 
la línea celular Mv1Lu. MC 320 - rhlL-113. medio condicionado de células 320 en 
ausencia de rhlL-113; rhTGF-131, 1 ng/mL de rhTGF-131; MC 320 + rhJL-113, medio 
condicionado de células 320 cultivadas en presencia de 5 ng/mL de rhIL-113. 
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Figura 9. Bioensayo para detectar TNF-a en el medio condicionado de células 320 usando 
la linea celular L929. ~IC320 (- rhlL-113) Act-0, medio condicionado de células 320 en 
ausencia de rhIL-113 mas Act-D; Act-D, 0.5 ug/mL de actinomicina D corno coadyuvante; 
MC32D (+ rhlL-113) Act-D, medio condicionado de células 32D cultivadas en presencia de 
5 ng/mL de rhlL-113 mas Act-D; rhIL-113 Act-D, 5 ng/mL de rh!L-113 mas Act-0; rrnTNF­
a Act-D, 10 ng/mL de rmTNF-a mas Act-D. 

La rhlL-113 incrementa la expresión de RNAm de TNF-a en las células 320. 

Una vez identificada actividad biológica similar a TNF-a en el MC de las células 320 

tratadas con rhlL-113. se evaluó si existía incremento en la expresión de RNArn mediante el 

ensayo de transcripción reversa acoplada de la reacción en cadena de la polírnerasa (RT­

PCR). 



El producto de RT-PCR (Figura JO) muestra que el estimulo de rhIL-113 incrementa la 

expresión de R.i"IAm para TNF-a en las células 320, de esta manera la presencia de la 

citocina en el MC se correlaciona con el incremento en la expresión del gen. 

: TNF-a. (212 pb) 
p-actina (241 pb) 

Figura JO. Producto del RT-PCR para TNF-a en las células 320 después de 48 horas de 
cultivo en presencia de 5 ng/mL de rhIL-113. Carril 1 : pesos moleculares; carril 2 y carril 4: 
células 320 cultivadas sin y con rhlL-113 respectivamente. Carril 3 y carril 5: 13-actina de 
células 320 cultivadas sin y con rhIL-113 respectivamente. 

El bloqueo ele la proliíeración ele las células 32D tratadas con rhlL-113, es 

parcialmente mediado por el TNF-a. 

Demostramos por RT-PCR que la rhIL-113 incrementa la expresión de RNAm para TNF­

a en las células 320 y que el incremento se correlaciona con la traducción a proteina 

biológicamente activa evidenciada por el ensayo biológico de la linea celular L929. Para 

asegurar la identidad de TNF-a y definir su participación en la supresión de la 

proliferación de 320, se estimuló a estas últimas con rhIL-113 adicionando el anticuerpo 

dirigido contra TNF-a en dosis suficiente para bloquear la actividad de 1 O ng/mL de 

citocina recombinante. El anti-TNF-a es capaz de reconstituir en un 43% la proliferación 

de 320 a pesar de la presencia de la rhIL-113. mientras que el anticuerpo solo no afectó la 

proliferación (Figura 1 1 ). 

r·-- ....... ~ ..... _··--• 
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Figura 11. Proliferación de 320 después de 48 horas de cultivo en presencia de rh!L-1 p y 
anti-TNF-et.. ( - ), células 320 sin estimulo; rh!L-1 p, células 320 cultivadas en presencia de 
5 ng/mL de rh!L-IP; rh!L-IP + anti-TNF-a, células 320 cultivadas en presencia de rhIL-lP 
y anti-TNF-et., anti-TNF-et., células 320 cultivadas en presencia de 16 ug/mL de anticuerpo 
anti-TNF-et.; rmTNF-et. + anti-TNF-a, células 320 cultivadas en presencia de rmTNF-et. y 
anti-TNF-et.; rmTNF-et., células 320 cultivadas en presencia de 10 ng/mL de rmTNF-et.. 
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DISCUSIÓN. 

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 expansión de células primitivas hematopoyéticas normales (Yonemura et al, 

1996), sin embargo la participación de la intcrleucina-1 en hematopoyesis no está 

restringida únicamente como modulador positivo, ya que se ha demostrado que es capaz de 

suprimir la proliferación i11 1•itro de las células hematopoyéticas totipotenciales Ly-6a/E+ 

de ratón (Yonemura et al, 1996), abate la multiplicación in vivo de unidades formadoras de 

colonias de granulocito-macrófagos (CFU-Gi\I) en un modelo de primates (Gasparetto et 

(1/, 1989), mientras que frena la proliferación de la linea celular multipotencial de ratón 32D 

(Martinez 2000), asi como de algunos tipos de leucemia mieloide aguda (Ai\ILL) (Carter et 

(1/, 1992; Bruserud 1996). De esta manera aún cuando existen estudios que reconocen el 

potencial de la lL-1 como supresora hematopoyética y la participación de supresores 

hematopoyéticos. no es claro el mecanismo por el que la IL-113 suprime la hematopoyesis 

en células multipotenciales. 

Debido a que la mayoría de los efectos biológicos de la IL-1 son mediados por la inducción 

de otras citocinas, se propuso que las células 32D al ser estimuladas con rhlL-113 debian 

estar secretando supresores hematopoyéticos, siendo éstos los principales responsables del 

abatimiento de la proliferación celular. De entre los principales responsables del freno de la 

hematopoyesis se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.) y factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-13). es por ello que aquí se les considera como 

candidatos a moduladores negativos inducidos por la IL-113. 

Se encontró que el sobrenadante de las células 32D tratadas con rh!L-113 incrementan la 

expresión del gen para TNF-a., esto indica que las células hematopoyéticas 

multipotenciales 32D son capaces de sintetizar la proteína biológicamente activa, de ésta 

manera la síntesis de TNF-a no esta restringida a células maduras como tradicionalmente 

se ha considerado (Ferdy et u/, 1998). Además se evidencia su participación en el 

abatimiento de la proliferación celular de 32D tratadas con rhlL-113 siendo su intervención 
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parcial dado que la presencia del anticuerpo anti-TNF-a., no restablece por completo la 

proliferación celular, lo cual sugiere que la IL-113 y el TNF-a. son los responsables del 

efecto inhibitorio o bien que otro modulador negativo esta siendo secretado. La 

intervención del TNF-a. en la inhibición hematopoyética inducida por IL-113 concuerda con 

un modelo in vivo donde la IL-1 13 es administrada vía intravenosa y en el que existe 

inducción de TNF-a., el cual participa al menos en parte en la supresión de CFU-GM, sin 

embargo este estudio no especifica que tipos celulares participan en la secreción del 

inhibidor hematopoyético (Gasparetto et al, 1989). El modelo de células 320 permite 

esclarecer la participación de células multipotenciales en la secreción de TNF-a., existiendo 

la posibilidad de que otros inhibidores por ejemplo, MIP-la. o iNOS inducidos tanto por la 

IL-113 como por el TNF-a. (Oinarello 1996; Reykdal et al, 1999), pueden estar involucrados 

en la supresión hematopoyética inducida por IL-113. 

Considerando que el TNF-a. es un reconocido inductor de muerte celular (Giora et al, 

1991), es dificil explicar la razón por la que en las presentes condiciones de trabajo, el 

TNF-a. tanto en forma recombinante como de proteína secretada permite la sobrevivencia 

de las células 320. 

Se sabe que los efectos biológicos del TNF-a son mediados a través de dos receptores 

conocidos como pSS y p75, expresados prácticamente en todas las células hematopoyéticas 

con excepción de eritrocitos y células T no estimuladas (Beyert & Fiers 1998; Lewis et al, 

1991 ). Varios estudios relacionan el tipo de receptor expresado, con la supresión 

hematopoyética inducida por el TNF-a, de esta manera se sabe que los receptores pSS y 

p75 están involucrados en la supresión de la proliferación de las células CD34+ y células 

Lin-Sca-1+ respectivamente (Rusten el al, 1994; Fahlman el al, 1994). Asimismo se ha 

intentado correlacionar la ruta metabólica 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 inhibición de la 

hcmatopoyesis no es del todo claro y en su mayoría controversia!, por ejemplo el efecto 

apoptótico del TNF-a esta bien documentado y principalmente mediado a través del 

receptor p55 (Baker & Reddy 1996; Yuan 1997; Zheng el al, 1995), asi en las células T 
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humanas de individuos adultos la expresión de p55 pero no p75 incrementa la 

susceptibilidad a apoptosis inducida por el TNF-a. (Aggarwal et al, 1999), sin embargo 

también se ha reportado que el receptor p55 esta involucrado en una ruta no apoptótica 

(Rath & Aggarwal 1999), mientras que el receptor p75 puede participar en la inducción de 

apoptosis (Baxter et al, 1999), o suprimir la proliferación sin muerte celular (Zherig et al, 

1995). 

Por otro lado la sola presencia de un receptor por ejemplo p75, no determina 

necesariamente la capacidad del TNF-a. para inducir muerte celular, el efecto en 

proliferación y muerte no ocurre por lo tanto exclusivamente a través de un solo tipo de 

receptor (Baxter et al, 1999), siendo la proporción de ambos receptores decisiva en 

predeterminar citotoxicidad en respuesta a TNF-a. (Van Ostade et al, 1994; Declerq et al, 

1998), es por ello que el balance entre el tipo de receptor expresado en las células 320 

probablemente sea la clave para definir la inhibición de la proliferación inducida por el 

TNF-a. 

Sin embargo, no es extraño que la combinación de IL-113 y TNF-a. reduzcan la 

proliferación sin afectar la viabilidad celular como aquí 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 i11 vitro de células Lin- Sca-

1 + de ratón, elevando el número de células viables y suprimiendo apoptosis hasta tres veces 

en presencia de IL-113 (Jacobsen et al, 1996 ). Asi se ha observado que la IL-113 puede 

suprimir apoptosis en sinergia con TNF-a. (Neta et al, 1988; Jacobsen et al, 1996), lo cual 

explica en parte el papel radioprotector de ambas citocinas sobre células rnieloides (Neta 

1997; Karkanitsa et al, 1997; Dalmau et al, 1997). 

Por otro lado, el medio condicionado de células 32D no muestra actividad biológica de 

TGF-P. a pesar de que es una citocina inducible por la IL-113 (Yang et al, 1999), que se ha 

identificado en el sobrenadante de células CD34+ de médula ósea humana normal (Majka 

et al, 200 1) y que el recornbinante actúa como supresor hematopoyético de manera análoga 

a rhIL-I-(3 y rmTNF-a, es decir abate la proliteración sin inducir muerte celular o 

-·-----·--- .. -­'--------
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diferenciación. Existe la posibilidad de que si el TGF-13 es secretado por las células 320 en 

una cantidad muy pequeña, no sea detectado por el ensayo biológico. Aunado a ello, en la 

mayoría de las células el TGF-13 es secretado en forma de complejos latentes 

biológicamente inactivos, dicha inactividad está asociada con un dímero pro-peptidico 

llamado proteína asociada a latencia o LAP (Yin et al, 1995; Moren et al, 1994; Saharinen 

el al, 1998), el cual permanece unido al TGF-13 aún después de su secreción y que evita que 

esta molécula tenga actividad biológica. Es probable que la IL-113 no tenga la capacidad de 

inducir la liberación de TGF-13 biológicamente activo en las células 320, lo que podría 

explicar la ausencia de actividad biológica de TGF-13 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 

rhlL-113. Así por el momento, no es posible excluir por completo la presencia y 

participación del TGF-13 en el mecanismo inhibitorio de la proliferación inducido por la 

rh!L-113. 

Los resultados permiten proponer un mecanismo por el que la IL-113 regula negativamente 

la hematopoyesis. En las células multipotenciales 320 el estimulo de rhIL-113 induce la 

producción de TNF -ex, el cual actúa de manera autócrina/parácrina, suprimiendo la 

proliferación celular de manera conjunta con la IL-113 o probablemente algún otro factor 

(Figura 1 1 ). 

En el marco de la hematopoyesis, varios estudios reconocen que la IL-113 puede actuar 

como un factor de crecimiento autócrino y parácrino de diversos tipos de leucemia (Attias 

el al, 1995; Estrov el al, 1995; Schiro el al, 1994; Estrov el al, 1991; Sakai el al, 1987), 

mientras que en estudios i11 l'ilru, se ha detectado que existe correlación entre la capacidad 

de blastos de Al'>'IL para producir IL-113 y su capacidad para crecer de manera autónoma 

(Bradbury et al, 1990; Bradbury el al, 1992; Cozzolino el <11, 1989; Hoang et al, 1988); 

células progenitoras de leucemia mieloide crónica (Cl\IL) producen grandes cantidades de 

lL-113 lo cual les confiere ventajas proliferativas (Estrov el al, 1991; Wetzler et al, 1990). 
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Figura 12. Propuesta del mecanismo del bloqueo de la proliferación inducido por la JL-113. 

Algunos datos sugieren que la producción excesiva de IL-113 por las células leucémicas es 

consecuencia de alteraciones en las cascadas de señalización y activación de genes; así, la 

IL-113 actúa como estimuladora de la proliferación de blastos leucémicos al interactuar con 

células accesorias, induciendo la síntesis tanto de IL-1 como de otras citocinas. De este 

modo la presencia de la lL-1 en algunos casos es determinante en la progresión del estadio 

patológico (Darrin et al, 1999; Cacciola et al, 1994). 

Tomado en cuenta estos antecedentes, en los que lL-113 es un factor importante para la 

expansión autónoma de células leucémicas y si los datos in vitro presentados aquí se 

confirman in vi1·0, el cuadro para el paciente es muy desfavorable ya que la IL-113 no 

únicamente estaría participando negativamente al inducir la proliferación de células 

leucémicas, sino tambien podría estar actuando a nivel de células normales, reduciendo su 

proliferación y agravando la condición del paciente, comprometiendo seriamente su 

posibilidad de respuesta inmunológica 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 hematopoyesís a niveles 

normales. Probablemente, la exploración de nuevas alternativas terapéuticas debiera 

centrarse en la participación y control de IL-113 in 1·im ya que como puede verse, su marco 

de acción en hematopoyesis es muy amplio no sólo por el efecto que puede tener por sí 

misma, sino por la inducción de otras citocinas, por ejemplo TNF-a.. 
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A pesar de que se tiene establecido que IL-113 es un importante factor de crecimiento para 

las células leucémicas, también existen reportes que han demostrado que IL-113 puede 

inhibir la proliferación de algunos tipos de AtvlL (Bruserud 1996). Por ello ·es necesario un 

análisis mas profundo de IL-113 y TNF-a. tanto en modelos normales como en leucémicos, 

para completar el marco de acción de ambas citocinas en la hematopoyesis y en función 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- 113 regula negativamente la proliferación de 320 sin inducir 

diferenciación o muerte celular. 

El rhTGF-131 y rmTNF-a. inhiben la proliferación de las células 320 al mismo nivel que Ja 

rhlL-113. 

Las células 320 tratadas con rhlL-113 secretan al medio condicionado TNF-a. 

biológicamente activo. 

La rhlL-113 incrementa la expresión de RNAm de TNF-a. en las células 320. 

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

la proliferación de las células 320 tratadas con rhIL-113. 
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