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R E S U N E N  

Los  factores  de  proliferación  hematopoyeticos  (HGFs), 
tienen  un  importante  papel  en  la  hematopoyesis  al  producir la 
proliferaci6n,  diferenciaci6n y activaci6n de  las  cglulas  sangulneas. 
Son  producidos  principalmente  por  estas  celulas, aunque tambi6n se ha 
podido  comprobar  que  son  secretados  por  c6lulas  de  origen  no- 
hematopoygtico.  Debido a la  actual  aplicacien  cllnica de los  HGFs 
principalmente  de  G-CSF,  GM-CSF e IL-2  en  pacientes  con  padecimientos 
hematol6gicos,  inmunológicos y oncol6gicos,  ha  aumentado  el  interés  en 
estudiar  el  efecto  de  los  HGFs  sobre  la  proliferaci6n de células 
tumorales. 

En este trabajo se'evalu6 el  efecto  de  la IL-3, G-CSF, 
GM-CSF,  M-CSF e IL-2  recombinantes  humanos  sobre  la  proliferación  de 
células  epiteliales  estromales: "68, HEP, T3, 5637, CaLo y epitelio 
de rifi6n de  ratón, y de  estos  HGFs y PDGF  en  los  fibroblastos:  FibCer, 
L-929,  CCD-16Lu y de pulmón  de  ratón,  por  medio  de  una  t6cnica  basada 
en  la  incorporaci6n  del  colorante  cristal  violeta  al  ndcleo  celular y 
cuantificada  por  espectrofotometria.  Como  control  negativo se utilizó 
un  cultivo  sin  factor,  IL-2  como  control  recombinante  negativo y como 
control  positivo  EGF. 

Los  resultados  para  las  celulas  epiteliales  muestran 
que  en  WRL-68,  HEP y T3, ninguno  de  los  HGFs  indujo 
proliferación,  mientras  que  en  las  células 5637 y CaLo,  todos los HGFs 
estimularon  su  proliferación.  En  cuanto a l o s  fibroblastos,  en  las 
células  FibCer  no se observó  aumento  en  la  pro,liferación  con  ninguno  de 
los  HGFs;  sin  embargo,  el  anticuerpo  contra  PDGF  (aPDGF)  resultó un 
potente  mitógeno  para  estas  células.  En  L-929  todos los HGFs  indujeron 
su  proliferación y el  aPDGF  fué  uno  de  los  mitógenos m6s potentes. El 
PDGF,  M-CSF,  GM-CSF y aPDGF  estimularon  la  proliferación  en  CCD-l6Lu, 
mientras  que  en  fibroblastos  normales  de  pulmón  de  ratón  la 
proliferación  fue  inducida  por  el  GM-CSF,  PDGF,  G-CSF,  M-CSF e IL-3. 
En  todos l o s  ensayos  el  aumento  en  la  proliferación  tuvo  una 
significancia  estadística  de  P<0.05. 

De  los  resultados  obtenidos  se  puede  concluir  que  los 
HGFs  estimulan  la  proliferación  de  algunas  células  epiteliales y 
fibroblastos  tanto  normales  como  tumorales  de  origen  no  hematopoyético, 
por  lo  que  en  la  aplicación  de  estos  factores a nivel  clinico,  sobre 
todo  en  pacientes  con  tumores  sólidos,  se  debe  tener  mucho  cuidado y 
determinar  m6s  detalladamente  el  efecto  de  estos  factores  sobre  la 
proliferación  de  células  tumorales in  vitro e in vivo, antes  de  ser 
administrados a los  pacientes. 
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I N T R O D U C C I O N  

LOS precursores hematopoyéticos  pueden ser identificados en  un 
gran nhero de tejidos, pero la médula 6sea es el tinico Sitio en  10s 
mamlIferos adultos normales en  el cual la mielopoyesis, eritropoyesis y 
linfopoyesis proceden simultaneamente  (1). Estos eventos se llevan a 
cabo en la médula 6sea a través de complicados mecanismos de 
regulacien, muchos de los cuales est6n a cargo de moléculas 
glicoproteicas que controlan la proliferación y diferenciaci6n de las 
c61ulas hematopoyéticas, y que son conocidas genéricamente como 
factores de proliferaci6n hematopoyéticos o HGFs (Hematopoietic Growth 
Factors) (2). Entre estos factores se encuentran los factores 
estimuladores de colonias (CSFs) de granulocitos (G-CSF), de macrófagos 
(M-CSF) , y de ambos tipos celulares (GM-CSF) ; la eritropoyetina (Epo) , 
las interleucinas ( IL-1  a I L - 1 2 ) ,  el factor de proliferación epidermal 
(EGF) , el factor de proliferaci6n de f ibroblastos (FGF) , los 
interferones (IFNs) y el  factor  de  proliferaci6n transformante (TGF), 
entre otros. 

Dentro de la cavidad  medular  existen interacciones entre las 
celulas sanguineas y elementos  del tejido circundante, colectivamente 
referidos como células estromales, que contribuyen a la regulación de 
la hematopoyesis (3). Estudios morfológicos demuestran una fuerte 
asociaci6n entre las células sanguineas y elementos del  tejido estromal 
(4). ASS por  ejemplo se tiene, que el  GM-CSF es producido por  células 
epiteliales y el  M-CSF  por  fibroblastos ( S ) ,  dando en  consecuencia 
indicios que la producci6n  de los HGFs son célula-especif ica. Un  gran 
avance en la dltima década, que permite  el desarrollo de tgcnicas de 
cultivo celular, hace posible  mantener  en cultivo células estromales 
seleccionadas, estudiar su capacidad  para soportar hematopoyesis e 
identificar y clonar genes que codifican factares de diferenciación (6, 
7). Las citocinas, que son modificadores  biológicos, algunas derivadas 
de células estromales, han sido usadas  en  varios regimenes terapéuticos 
por su capacidad de inducir  la  proliferación de leucocitos (8). En 
consecuencia, el  estudio  de  los  efectos de las c6lulas estromales en la 
hematopoyesis proveen un excelente modelo para estudiar los procesos 
de desarrollo y la regulaci6n de la produccien de células sanguineas. 

Hasta hace poco se creSa que los HGFs tenian solo efectos sobre 
células sanguineas (9); sin embargo, recientemente se ha demostrado que 
estos factores pueden  estimular la proliferación de células no- 
hematopoyéticas (10, 11) . Un  ejemplo  es  el  efecto que tiene el  GM-CSF 
de producir la incorporación  de timidina tritiada (actividad 
mitoghica) en carcinomas de  células pequefias de pulmón (10, 11) . Por 
otro lado, resultados experimentales obtenidos por nuestro grupo  de 
trabajo, han demostrado que el  G-CSF  es  un potente estimulo 
proliferador para  fibroblastos de pulmón  de ratón (12) al igual  que la 
IL-3 y el  M-CSF;  este  último también fue capaz de producir la 
proliferación de células epiteliales  de rifión de ratón (datos no 
publicados). Asimismo hemos obtenido  datos recientes que nos permiten 
suponer que el  efecto  mitogénico  de  los HGFs sobre las células 
estromales puede estar  mediado por m6s  de un factor,  ya que encontramos 
que la actividad inductora  del  G-CSF  para fibroblastos de  pulmón  de 
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ratón, era  inhibida  por  anticuerpos  contra  el factor de proliferación 
derivado de plaquetas (PDGF). 

Los HGFs estdn siendo  actualmente utilizados en la terapia de 
pacientes con cdncer como carcinomas y sarcomas, con la finalidad  de 
rescatar a estos pacientes de  la citorreducci6n que experimenta su 
médula ósea al ser tratados con quimioterapia o radioterapia, 
obtenihdose resultados muy  alentadores.  Sin  embargo, existen reportes 
que demuestran que estos factores también son capaces de inducir la 
proliferación de algunas células tumorales i n   v i t r o  (13).  En 
consecuencia a pesar de la gran importancia que ha tomado este campo de 
la terapéutica, consideramos de gran  importancia  el estudio del efecto 
proliferador de los HGFs en  células tumorales in  vivo,  ya que no  se 
tienen resultados experimentales a este  respecto. 

En este trabajo, con la finalidad de evaluar el posible efecto 
proliferador de los HGFs en cglulas estromales de  tipo tumoral, se 
determinó in   v i t ro  el  efecto que tienen los HGFS: IL-3, GM-CSF, M-CSF, 
G-CSF e IL-2, sobre la proliferacibn  de  llneas tumorales humanas de 
tipo epitelial, utilizando  células  normales epiteliales y fibroblastos 
de humano y  de ratón como controles  comparativos. 
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M A R C O   T E O R I C O  

LAS CELULAS HEMATOPOYETICAB 

La contribuci6n normal de la medula 6sea diariamente en  el  humano, 
es de aproximadamente 2.5 billones de celulas rojas, 1 bill6n  de 
granulocitos y 2.5 billones de plaquetas por kilogramo de peso corporal 
(14). Estas cQlulas hematopoygticas maduras se derivan de celulas 
progenitoras, cada una de las cuales est8 determinada a diferenciarse a 
solamente uno o dos linajes  celulares, pero todas las celulas 
progenitoras se originan de la misma celula tallo pluripotencial. 
Asimismo se considera que las celulas tallo hematopoygticas se 
diferenclan a partir de 2 tipos de celulas tallo comprometidas:  unas 
operacionalmente definidas como CFU-GEMm (Unidad formadora de colonias- 
granulocito, eritrocito, macr6fago y megacariocito) y las otras 
llamadas CFU-L (Unidad  formadora  de colonias linfoides) o células tallo 
linfoides (15) (Figura 1). 

Figura 1. Representación esquemStica de la hematopoyesis. CFU, unidad 
formadora de colonias;  LSC,  célula tallo linfoide;  BFU,  unidad 
formadora de grupos; 8, bazo; G, granulocito; E, eritrocito; M, 
macrófago; m, megacariocito; L, linfocito; N, neutrófilo; Eo, 
eosinófilo; bas, basófilo; NB, normoblasto. Tomado de Ref.  1 5 .  
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La formación de las  células  sanguineas, comienza durante la 
embriogenesis y se lleva a cabo a partir de  un pequeÍ50 nGmero de 

> celulas tallo hematopoyeticas pluripotenciales. Debido a  su habilidad 
para autorrenovarse, una  gran  cantidad de células tallo  son generadas 
no solamente para  mantener su población a través de la vida  adulta, 
sino tambien para  producir,  por  diferenciación, a 10s progenitores de 
todas las cQlulas hematopoyéticas. Por 10 que es evidente que la 
hematopoyesis requiere de un balance entre la autorrenovación y 
diferenciacib (16, 17). Por otra parte la regulacibn de la 
hematopoyesis involucra  interacciones celulares con el microambiente en 
el sitio de formación de  las  células  sanguineas  (18). 

LOS FACTORES DE PROLIFERACION HEMATOPOYETICOS (HGFs) 

Las cglulas progenitoras, la progenie  inmediata de las células 
tallo, son reconocidas por  su  habilidad  para proliferar in vitro en 
medio de gel suave y producir  colonias maduras de linajes determinados. 
Por muchos aAos ha sido conocido que la sobrevivencia, proliferación y 
desarrollo de estas celulas "formadoras de coloniastl, requiere de la 
continua presencia de  moléculas especificas reguladoras del 
proliferacih. Estas proteinas, tambien conocidas como citocinas, 
factores humorales,  factores estimuladores de colonias y 
hematopoyetinas, mejor  conocidas  como factores de proliferaci6n 
hematopoyéticos (HGFs) (Ver Cuadro l), han sido identificadas, 
purificadas, molecularmente clonadas y caracterizadas con funciones 
especificas a diferentes niveles en las  v$as de desarrollo de mas, sino 
todas, las celulas sangulneas y sus progenitores (19,  20, 21). Los HGFs 
pueden ser clasificados en dos grandes  grupos: 1) los estimuladores y 
2) los inhibidores de la  hematopoyesis.  En  el presente trabajo se 
analizardn solamente a algunos  de  los  primeros. 

Cuadro 1. LOS FACTORES DE  PROLIFERACION  HEMATOPOYETICOS. 

Nombre Nombres  Alternativos Fuente Celular 

GM-CSF  CSF-alfa 

G-CSF  CSF-beta 

M-CSF CSF-1 

Interleucina l-alfa LAF, EP, MCF 
Interleucina l-beta Catabolina 
Interleucina 2 TCGF-l,TRF,KHP 
Interleucina 3 Multi-CSF, BPA, 

HCGF,MCGF-1,PSF 

Linfocito T, macrófagos, 
epitelios, fibroblastos, 
células NK 
Macrófagos, fibroblastos 
y endotelio 
Macrófagos, fibroblastos 
y endotelio 
Múltiple 
Múltiple 
Linfocitos T 
Linfocitos T 
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Interleucina 

Interleucina 
Interleucina 

Interleucina 

Interleucina 

Interleucina-9 

Interleucina 10 

Interleucina 11 

Interleucina  12 

SCF 

PDGF 
TNF 

TGF 

EGF 

BSF-1,  BCGF-1, 
TCGF-2,  MCGF-2 
EDF,TRF,BCGF-2 
H-PGF,HSF,BSF-2 

IFN-beta,hemopoyetina 
LP-1,  factor  de 
proliferación  de 
celulas  pre-B 
MDNCF,NAP,NAF, 
GCP,  TCF,  LA1 

TCGF-3,P40,MEA, 

megacariobl6stico 
factor de proliferacien 

CSIF 

CLMF 

KL,  ligando  c-kit, 
MCGF 

PDGF I, PDGF  I1 
Cachectina,MCT,CTX, 
necrosina,TNF-alfa, 
factor  hemorrdgico, 
MCF,  DIF 
CIF-A,CIF-B,DIF,EIF, 
GI,  TGI,  poliergina, 
panregulina 

Urogatrona 

Hemopoyetina,ESF,EP 

Linfocitos T 

Linfocitos T 
Múltiple 

Células  estromales,  bazo y 
timo,  rifión y lineas  PV-34, 

Monocitos,  macrefagos, 
neutr6filos,  linfocitos, 
fibroblastos  dgrmicos, 
queratinocitos,  celulas 
endoteliales  vasculares, 
melanocitos,  hepatocitos, 
lineas  celulares  tumorales 
Lineas  celulares  MLS4.2, 
HTLV-1,  C5MJ-2,  células T 

MR-6, MRC-5,  SV-4,  TPA30-1 

Células T auxiliares, 
lineas  celulares  mast  MC/9 
Y "3 
Células  estromales,  linea 
celular  PV-34 
Linea  linfoblastoide B 
humana  NC-37 
Células  estromales, 
placenta,  fibroblastos, 
cerebro,  pulm6n 
Múltiple 
Mtíltiple 

Múltiple 

Cerebro,  riñón,  médula 
adrenal;  glándula:salival, 
duodenal,  gdstrica Y 
pilórica de  estómago 
Riñón  adulto,  higado  fetal 
y adulto,  carcinomas  de 
riñón,  hemangioblastomas, 
lineas  celulares  de 
hepatomas 

Tomado de Ref.  190. 

Abreviaturas 

GM-CSF, colony  stimulating factor-granulocyte/macrophage; G-CSP, colony 
stimulating  factor-granulocyte; M-CSF, colony  stimulating  factor- 
macrophage; SCF, stem  cell  factor; TNF, tumor  necrosis  factor; TGF, 
transforming  growth  factor; EGF, epidermal  growth  factor; LAF, 

6 



lymphocyte-activating  factor; EP, endogenous  pyrogen; MCF, mononuclear 
cell  factor; TCG 1,2,3, T-cell  growth  factor; TRF, T-cell  replacing 
factor; KHF, killer  helper  factor; BPA, burs  promoting activity; HCGF, 
hematopoietic  cell  growth  factor; MCGF-1,2, mast-cell  growth  factor 1 ,  
2; PSF, persinting-cell-stimulating factor; BSF-l,?, B-cell  stimulatory 
factor 1, 2; BCQF-I,?, B-cell  growth  factor 1 ,  2 ;  EDF, eosinophil 
differentiation  factor; H-PGF, hybridom  plasmacytoma  growth  factor; 
HSF, hepatocyte-stimulating  factor; IFN-beta, Interferon  beta; LP-1, 
lymphopoietin-1; MDNCF, monocyte-derived  neutrophil  chemotactic  factor; 
NAP, neutrophil-  activating  peptide; NAF, neutrophil-activating  factor; 
GCP, granulocyte  chemotactic  protein; TCF, T-lymphocyte  chemotactic 
factor; LAI, leukocyte  adhesion  inhibitor, P40, protein 4 0  KDa; MEA, 
mast  cell  growth  enhancing  activity; CBIF, cytokine  synthesis 
inhibitory  factor; CLMF, cytotoxic  lymphocyte  maturation  factor; KL, c- 
Kit  ligand; MGF, mast  cell  growth  factor; SLF, steel  locus  factor; PDGF 
I,II, platelet-derived  growth  factor I, 11; MCT, Macrophage  cytotoxin; 
CTX, cytotoxin; TNF-alfa, tumor  necrosis  factor-alpha; MCF, macrophage 
cytotoxic  factor; DIF (TNF), differentiation-inducing factor; CIF A,B, 
cartilage-inducing  factor A ,  B; DIF (TGF), differentiation-inhibiting 
factor; EIF, Epstein-Barr  virus  inducing  factor; GI, BSC-1  cell  growth 
inhibitor; TGI, tissue-derived  growth  inhibitor; ESF, erythropoietic- 
stimulating  factor; Epo, EP, erythropoietin. 

EGF 

El  factor de proliferación  epidermal  (EGF),  una  proteina  pequefia 
de 6 KDa  fue  originalmente  definida  como  una  molécula  que  puede 
estimular  precozmente  la  erupción  de  dientes y abertura de pdrpados  en 
ratones  neonatos (22). 

El  EGF  es  expresado  por  células  en  varios  tejidos,  por  ejemplo: 
cerebro,  riñón,  médula  adrenal,  gldndula  salival,  gldndula  duodenal  de 
Brunner, y glándulas  gástrica y pilórica  de  estómago (23). 

Entre  sus  efectos i n  vivo destacan  el  desarrollo  postnatal y 
prenatal (22), la  inhibición  de  la  secreción  de  dcido  gdstrico ( 2 4 ) ,  
cicatrización  de  heridas (25), regeneración de  higado (26), 
angiogénesis (27), psonosis (28), y tumorigénesis (29). 

1L-2 

Interleucina-2  (IL-2),  fue  originalmente  definida  como  una  factor 
de  proliferación  de  células-T,  producido  después  de  estimulación a un 
antigen0 o mitógeno  de  células  linfoides (30) , que  permite la 
propagación a largo  plazo  en  cultivo  en  suspensión  de  células-T  de  una 
variedad  de  fuentes. 

Solamente  limitados  tipos  celulares  producen  IL-2  como  son 
células-T  (CD4+ y CD8+),  linfocitos  granulares  grandes  (NK,  LAK), 
algunos  tumores  de  células  pre-B y pre-T,  la  linea  humana  de  células 
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pre-T (BSM), tumores de celulas-T murinas (EL-4), humanas (Jurkat) y de 
primate (MLA-144) (31). 

Afecta a una limitada  variedad de diferentes tipos celulares: 
linfocitos-T, linfocitos granulares grandes, monocitos, cblulas-B, 
celulas oligodendrogliales. 

Sus efectos in vivo son antitumorales, antibacteriales y 
antivirales, adembs de participar  en  autoinmunidad, tener efectos en 
infecci6n parasitaria, rechazo en  injertos y en respuestas inmunes.  Ha 
sido usada clinicamente en  el tratamiento del c6ncer y en transplantes, 
ya que aumenta la reactividad  inmune e inmunizaci6n, y por otra parte 
tambien ha sido usada  en  pacientes con problemas de hipertensi6n (32). 

N-CSF 

Los factores estimuladores  de colonias (CSFs), fueron 
originalmente definidos como factores que estimulaban a células 
progenitoras hematopoyeticas,  en suspensiones de celulas de medula 
6sea, a proliferar y diferenciarse a colonias de granulocitos maduros 
y / o  macr6fagos cuando se cultivaban  en  un medio semis6lido (33, 34). El 
primero de estos CSFs descrito,  fue  el  factor estimulador de colonias-1 
o de macr6fagos (CSF-1 o M-CSF) . Ha sido mostrado que el M-CSF 
selectivamente estimula la formacidn de colonias de macrdfagos (35, 
36) . 

Los tipos celulares productores  de  M-CSF son muy diversos, y van 
desde células malignas como las  leucemicas, linfomas, mielomas, 
carcinomas, hasta  células  normales estromales como fibroblastos y 
endotelios, ademds de cglulas hematopoyéticas (37).  

El  M-CSF humano es activo  sobre células de ratón y rata y el M- 
CSF de ratón es activo  sobre  células  de rata pero inactivo sobre 
células humanas. 

Sus principales células blanco  son  monocitos, macrófagos, células 
microgliales, células progenitoras de macrófagos, células 
hematopoyéticas primitivas.  Entre sus efectos i n  vivo destacan la 
producción de fagocitos mononucleares, regulación de la  función 
placental, resorción de hueso,  actividad antitumoral y la reducción de 
colesterol en el plasma ( 3 7 ,  38). Tambign tiene significancia clinica 
en humanos como marcador  tumoral, recuperación hematopoyética en 
tratamientos de quimioterapia,  inflamación, tratamiento de infecciones 
y de leucemia (38, 39) . 

0-CSF 

El factor estimulador  de  colonias  de granulocitos (G-CSF),  fue 
Originalmente definido en  un  sistema  de ratón como un factor capaz  de 
generar, predominantemente colonias  de granulocitos en cultivos 
semisólidos de progenitores  hematopoyéticos y diferenciación de células 
leucémicas mielomonociticas (40, 41). 
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Varios tipos celulares son conocidos para producir G-CSF  como 
celulas estromales, macr6fagos,  fibroblastos, celulas endoteliales, la 
llnea celular de carcinoma de vejiga 5637 y el carcinoma escamoso CHU2 
humanos ( 1 9 ,  4 2 ) .  

El  G-CSF humano no parece  ser especie-especifico en sus efectos 
biol6gicos.  G-CSF  afecta  una  gran  variedad de diferentes tipos 
celulares i n   v i t r o  como progenitores hematopoy6ticos tempranos (43), 
progenitores mieloides, neutrófilos (44) , células leucémicas (45, 46) 
lineas de células tumorales y células endoteliales. In v i vo ,  acttia 
sobre el linaje granulocitico,  sobre  otros linajes hematopoyeticos como 
monocitos y linfocitos, tejidos como el  bazo, higado y nudos linfoides 
(47). Reduce la mortalidad  en  enfermedades infecciosas (48). 

La habilidad de G-CSF  para  modular  la producci6n y funcionalidad 
de neutrófilos es potencialmente  muy  importante  en la medicina clinica 
en el tratamiento del cbncer,  en  neutropenia severa cr6nica y en  la 
neutropenia de enfermedades infecciosas  (47). 

t3M-CSF 

El factor estimulador  de colonias de granulocitos-macr6fagos (GM- 
CSF) fue inicialmente definido  en  ensayos i n   v i t r o ,  como un factor de 
proliferación capaz de  producir  el  desarrollo clonal de progenitores 
granulocito-macrófago normales  (49).  Un ntímero de diferentes tipos 
celulares son conocidos para  producir  GM-CSF, predominantemente despugs 
de estimulación de un antigen0 o endotoxinas. Asi se tienen a las 
células-T activadas, macrófagos,  fibroblastos y células endoteliales 

El  GM-CSF parece ser  especifico  para algunas especies en  sus 
efectos. Tiene diversas acciones  entre las que sobresalen la de factor 
de sobrevivencia para  células  sanguineas maduras, como factor  de 
proliferación para células progenitoras hematopoyéticas y células 
leucémicas primarias, como factor  de diferenciación en lineas de 
células leucémicas (HL-60) y como  activador de células sanguíneas 
maduras (49). Aparte de aumentar o producir citotoxicidad, fagocitosis, 
adhesión celular, de liberar mediadores y funcionar como 
quimioatrayente (49). 

Ha sido aplicado  frecuentemente a nivel clinic0 en  la 
quimioterapia del ctincer,  en  el transplante de médula ósea,  en la 
mielodisplasia, en  anemia  apldstica,  en  leucemia mieloide aguda y SIDA, 
y sobre todo en la neutropenia  ocasionada  por estos padecimientos (49). 

(49) 

IL-3 

Interleucina-3 (IL-3), fue  originalmente definida en ratón como un 
factor liberado  por  una  leucemia  monocitica (WEHI-3B) o por  celulas-T 
activadas, que estimulaba la proliferación y diferenciación de células 
mast, y los precursores de todos los  linajes hematopoyéticos (50). 
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La mayor fuente de IL-3 es el  linfocito-T activado, adem6s puede 
ser producida por celulas mast y celulas NK activadas por antlgenos o 
mit6genos.  En el rat6n, ciertas leucemias mieloides o sarcomas exhiben 
rearreglos patol6gicos del gen de IL-3, resultando en  su produccibn. 
Normalmente IL-3 es sintetizada solamente despues de  un estxmulo 
inmunol6gic0, y puede por tanto, ser considerada como una molecula de 
stress o emergencia (50) . 

Sus efectos in   v i t ro  son la estimulaci6n la proliferaci6n y 
diferenciaci6n de celulas tallo hematopoyeticas pluripotenciales, 
estimular la función de celulas mast  maduras,  bas6filos, eosin6filos y 
macr6fagos, e in  vivo,  funciona como un ligando entre el sistema 
inmune y el  hematopoyético,  estimulando la generación y la funci6n de 
celulas sanguineas (50). 

Su importancia a nivel clinic0 radica  en que estimula la 
hematopoyesis. Es usado en  leucemia y en enfermedades infecciosas y 
alergicas (51) . 

PDGF 

El principal papel  del  factor de proliferacibn derivado de 
plaquetas (PDGF) es estimular la proliferación de celulas y mantener su 
viabilidad. El PDGF es sintetizado  por células normales y transformadas 
y su expresión inapropiada  en células transformadas por el virus  de 
sarcoma de simio (SSV) establece  mecanismos similares de transformación 
neopldsica y de factores de proliferacibn iniciados por el aumento en 
el  nfímero celular (52).  Su  expresión anormal puede tambien ser 
importante en enfermedades caracterizadas  por  una respuesta celular 
proliferativa o por  fibrosis  (52). 

El PDGF fue identificado como el  principal mitógeno en suero para 
células de origen mesenquimal.  Por  si  mismo, es sintetizado como una 
proteina heterodimérica en  megacariocitos, almacenado en los grdnulos 
de las plaquetas, y liberado  de  plaquetas activadas a los sitios de 
daño en los vasos sanguíneos (52). 

Se ha encontrado que el  PDGF  es  un fuerte quimioatrayente para 
monocitos humanos y neutrbfilos, y también para fibroblastos y células 
de mfísculo de boca. Induce  activación  de leucocitos polimorfonucleares 
humanos y monocitos, produce un incremento  en la liberación de 
colagenasa por fibroblastos en  cultivo,  una  actividad que es esencial 
para la reparación del tejido (52) . 

Las principales fuentes  de  PDGF  son  plaquetas,  megacariocitos, 
monocitos, células endoteliales,  células vasculares de mtísculo de boca, 
fibroblastos, células gliales,  astrocitos  del tipo 1, mieloblastos, 
células mesanguiales, células epiteliales  de riñón, citotrofoblastos 
placentales, gliomas, glioblastomas, carcinomas mamarios, meningiomas y 
algunas lineas celulares (52). 

Entre sus principales efectos  destacan la sintesis de DNA y la  de 
mitógeno, diferenciador del  sistema  nervioso, vasoconstricción y 
quimiotracci6n, entre  otros (53). 

10 



LA8 CELULA8 NO-HEMATOPOYETICAB 

Las  celulas  estromales,  estan  organizadas  dentro  de un 
microambiente  hematopoyetico  que  soporta  el  desarrollo de las  celulas 
sangulneas. 

Celulas  estromales,  es  un  termino  generico  usado  para  referir a 
las  celulas  no  hematopoyeticas  que  conforman  las  celulas  fijas  del 
tejido  en  la  cavidad  medular.  Mtiltiples  tipos  celulares  han  sido 
considerados  componentes  del  estroma.  Las  c6lulas  endoteliales  forman 
parte  de  esta  poblaci6n  celular.  La  hematopoyesis  ocurre  en  los 
espacios  intersinusoidales, y las  células sanguheas maduras  entran a 
la  circulacien  sistémica  cuando  pasan a traves  de  ellos y la  delgada 
membrana  basal  presente  sobre  el  lado  abluminal (54)  . Esto  implica  una 
fuerte  interaccidn  entre  células  sangulneas y endoteliales, ya que  el 
endotelio  puede  selectivamente  retener  poblaciones  defectuosas o 
inmaduras  dentro  de  la  medula (55) . En  adici6n, las celulas 
endoteliales  pueden  secretar  factores  que  pueden  afectar a las  celulas 
hematopoy6ticas ( 5 6 ,  5 7 ) .  Estas  c6lulas  presentes  en  los  espacios 
intersinusoidales,  tienen  interacciones  extensivas  con  células 
sanguineas  en  desarrollo, y por  su  localización,  pueden  ser 
consideradas  como  el  mayor  tipo  de  células  estromales  que  regula la 
hematopoyesis ( 5 4 ) .  Otro  tipo  de  células  estromales  son  las 
reticulares,  que  tienen  grandes  extensiones  citoplasmdticas  que  hacen 
posible  un  intimo  contacto  con  las  células  hematopoy6ticas ( 5 8 ) .  Las 
células  reticulares  estdn  en  contacto  con  las  endoteliales  en  la 
membrana  basal y ha  sido  propuesto  que  el  grado de  asociación  regula  la 
emigración  de  células a los  sinosoides.  El  endotelio y la  cubierta 
reticular,  forman  lo  que  ha  sido  referida  como  la  barrera  entre  médula 
ósea-sangre (59) .  Esto  puede  influir  la  entrada de mediadores  solubles 
producidos  en  otra  parte  dentro  de  la  cavidad  medular ( 6 0 ) ,  en  adición 
de  regular  la  migración  celular.  Otras  células  del  tejido  conectivo 
estdn  también  presentes  en  la  médula.  Los  fibroblastos  son  componentes 
del  endosteo,  la  capa  adventicia  de  vasos  medularmente  largos y vainas 
nerviosas.  La  otra  prominente  célula  de  la  médula  es  el  adipocito,  en 
donde  la  médula  amarilla  no  hematopoyética,  esta  formada  principalmente 
por  estas  células.  Ciertas  poblaciones  definidas  por su localización y 
morfologia  pueden  afectar  la  producción  de  'células  sanguineas y son 
clasificadas  como  células  estromales ( 5 4 ) .  Las  células  estromales 
contribuyen  al  ambiente  hematopoyético,  pero  no  todas  las  células 
microambientales,  son  células  estromales. 

Las  células  estromales  estan  organizadas  dentro  de  compartimentos 
especializados  que  determinan  la  via  por  la  cual  una  célula  tallo 
hematopoyética  pluripotente  se  diferencia ( 6 1 ) .  Permanece  sin  aclarar 
Si  las  células  estromales  actúan  directamente  en  la  inducción  de  la 
diferenciación y comprometimiento  de  células  tallo  pluripotenciales o ,  
proveen  las  señales  necesarias  para  permitir  el  desarrollo  de  un 
precursor  que  ha  sido  comprometido  azarosamente a un  linaje  particular, 
a través  de  su  propia  programación  genética  intrínseca ( 6 2 ) .  
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Lineas de celulas estromales 

Es relativamente  fdcil  generar  capas  adherentes  puras  depletadas 
de  células  hematopoyeticas ( 6 3 ) .  Sin  embargo,  el  andlisis  de  la 
heterogeneidad  de  células,  la  evaluación  de  las  citocinas  producidas 
por  ellas y la  clonación de los  genes  que  codifican  estos  factores, 
requieren  el  uso  de  lineas  de z4lulas estromales.  Estas  celulas  son 
generalmente  no  fagociticas y pueden  ser  distinguidas de los  macr6fagos 
por  las  moléculas  del  Complejo  Mayor  de  Histocompatibilidad  (MHC)  clase 
I donde  son  fuertemente  expresadas,  ademds de que  los  marcadores 
caracteristicos  de  las  celulas  hematopoyeticas  estan  ausentes.  Todas 
estas  lineas  secretan  varios  componentes  de  la  matriz  extracelular y 
mediadores  solubles  que  actúan  sobre  blancos  hematopoyéticos.  El  uso  de 
cultivos de medula  6sea a largo  plazo y la  clasificación de lineas  de 
células  estromales,  permiten  conocer  acerca  de  la  regulación  de 
producción  de  células  sanguineas.  Los  mecanismos  por  los  cuales  las 
células  estromales  regulan  la  hematopoyesis  son  similares a los 
operativos  en  otros  sistemas  de  desarrollo e incluyen  interacciones 
célula-célula,  matriz-célula y mediadores  solubles ( 5 4 ) .  

INTERACCIONEB  CELULARES EN HEMATOPOYEBIB: Relaci6n  entre c6lulas 
hematopoy6ticas y no-hematopoy6ticas. 

Las  células  estromales  de  la  médula  ósea,  desempeñan  un  papel  muy 
importante  en  la  regulación  de  la  hematopoyesis a través  de 
interacciones  célula-célula y de  la  liberación de HGFs ( 6 4 ,   6 5 ) .  

Recientemente  ha  sido  demostrado,  que  los  cultivos  de  células 
estromales,  elaboran  actividades  de  colonias  como  la  de  macrbfagos, 
granulocitos/macrófagos y megacariocitos ( 6 6 ) ,  por  lo  que  estos 
resultados  implican  que  el  ambiente  estromal,  as1  como  provee 
importantes  interacciones  celulares,  puede  secretar  factores  de 
proliferacih en  el  medio  de  cultivo. 

El  desarrollo  de  sistemas  de  cultivo in vitro de médula  6sea a 
largo  plazo,  en  los  cuales  las  cglulas  tallo  hematopoyeticas  se 
encuentran  bajo  proliferación y renovación  prolongadas  sobre  una  capa 
estromal  adherente  como  microambiente,  ha  permitido  el  estudio  de 
interacciones  célula  estromal-célula  tallo ( 6 7 ,   6 8 ) .  En  este  tipo  de 
cultivos  la  proliferación y el  desarrollo de las  células 
hematopoyéticas,  solamente  ocurre  en  intima  asociación  con  las  células 
estromales.  Si  las  células  tallo  son  separadas  fisicamente de las 
estromales  usando  una  barrera  que  permite  la  difusión de moleculas 
reguladoras  solubles  (por  ejemplo,  geles  de  agar),  las  células  tallo 
mueren  r6pidamente.  Esto  indica,  que  la  proximidad  flsica  con  las 
células  estromales  es  insuficiente  para  mantener  la  sobrevivencia y 
proliferación  de  las  células  tallo ( 6 9 ) .  

En  las  interacciones  directas  membrana-membrana  (tales  como  las 
que  ocurren  durante  la  hematopoyesis)  en  asociación  con  células 
estromales  de  la  médula),  las  moléculas  que se enlazan a los  factores 
de  proliferación  se  encuentran  en  el  extremo  de  la  periferia  celular. 
La  capacidad de la  matriz  extracelular  para  enlazar  IL-3 y GM-CSF se 
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lleva a cabo  por  componentes  de  la  matriz  asociados a la  membrana  (pero 
no  intercelular) ( 7 0 )  . , 

Interaccionea CBlula-COlula 

Andlisis  morfológicos  dan  evidencia  que  las  interacciones 
celulares  ocurren  entre  las  celulas  estromales y hematopoyéticas.  La 
examinaci6n  de  secciones  de  médula o de hematopoyesis  en  cultivos  de 
médula  ósea a largo  plazo  han  demostrado  que  estan  intimamente 
asociadas.  En  estos  Clltimos  cultivos los precursores  hematopoyéticos 
inmaduros  se  asocian  con  la  capa  adherente ( 7 1 ) .  Una  evidencia 
experimental  de  esta  interacción  est6  basada  sobre  resultados  con 
cultivos  en  &mara de difusi6n ( 7 2 ,  7 3 ) .  Las  celulas  estromales y 
hematopoy6ticas  interacttian a traves  de  proyecciones  citoplasmdticas 
( 7 4 ) ,  que  pueden ser los  sitios  de  adhesi6n  de  mol6culas a la  membrana 
plasm8tica. 

Interacciones Matriz-Célula 

La  matriz  extracelular  influye  en  la  migración,  proliferación, 
forma y funciones  metabólicas de  cdlulas  en  desarrollo.  El  componente 
m6s  abundante de esta  matriz  es  el  coldgeno,  ademds de la  fibronectina 
y laminina  que  también  son  producidos  por  el  estroma (75) . Las 
mol6culas  m6s  complejas  de  la  matriz  extracelular  son los 
proteoglicanos,  que  consisten  de  una  proteina  central a la  cual  se  unen 
covalentemente  varios  glicosaminoglicanos (76) :  

Experimentos  en  donde  la  matriz  asociada a la  membrana es digerida 
con  heparitinasa,  la  habilidad  de  la  matriz  para  enlazarse al factor 
de  proliferacibn  en  las  cglulas  blanco  se  reduce.  Esto  indica  que  el 
heparin  sulfato,  uno  de los proteoglicanos  sulfatos  en  mayor  proporci6n 
presente  sobre  la  membrana  de  células  estromales,  tiene  un  papel 
importante  en  el  enlace  al  factor  de  proliferbción.  Por lo tanto,  estos 
resultados  indican  posibles  mecanismos  para  hematopoyesis  que 
involucran:  a)  producción  de  un  estimulo  promotor de  proliferación  por 
células  estromales, b) exportación a la  superficie  celular,  c)  captura 
por el heparin  sulfato  que  se  enlaza a la  superficie de la  membrana y 
d) presentación a las  células  hematopoyéticas  18blanco11 (Figura 2 ) .  

La  matriz  extracelular  juega  un  papel  muy  importante  en  la 
regulación de la producción de células  sanguineas ( 7 7 ) .  Ciertos 
reportes  muestran  que  las  células  hematopoyéticas  pueden  unirse a los 
componentes de éSta (78)  y otras  evidencias  sugieren  que  la  matriz 
extracelular  puede  liberar  un  estimulo  proliferativo  en  las  células 
hematopoyéticas. Los factores  de  proliferación  activos se presentan  en 
estas  últimas  en  asociación  con  la  membrana de células  estromales ( 7 9 ) .  
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Figura 2. Representación  hipotética  del  papel que tienen las 
c6lulas estromales en la presentacidn de factores de 
proliferacih por  elementoa  celulares  del  estroma de la 
médula ósea. H8, heparin  sulfato. Tomado de Ref.79. 

Mediadores Solubles 

Es conocido  que  las  células  estromales  producen  m6ltiples 
factores. Así tenemos,  que  una  fuente  importante de citocinas  que 
regulan  la  proliferación y diferenciación de  células  mieloides  es  el 
estroma ( 7 )  . 

Los  linfocitos T, monocitos o macrófagos,  cQlulas  endoteliales y 
fibroblastos,  representan  la  mayoria  de  las  fuentes  celulares  de  los 
HGFs ( 8 0 ) .  Estudios  realizados  sobre  tipos  celulares y el  microambiente 
estromal  hematopoyético,  incluyendo  fibroblastos  de  piel  humana o de 
pulmón  embriónico,  ct5lulas  endoteliales  de  cordón  umbilical  humano, y 
monocitos  de  sangre  periférica,  han  mostrado  que  estas  células  secretan 
constitutivamente y/o expresan W A S  que  codifican  para los HGFs ( 8 1 ) .  
Las  capas  de  células  adherentes  de  cultivos  de  médula  ósea a largo 
plazo  tanto  de  ratón  como  de  humano  sin  estimular,  muestran  la 
liberación  de  actividad  estimuladora de  colonias (CSA) ( 8 2 ) .  Mds 
recientemente,  ciertos  clones  de  celulas  estromales  de  ratón,  han  sido 
descritos  para  producir HGFs (83 ,  84, 8 5 ) .  

Ciertos  estudios  indican  que  fagocitos  mononucleares,  producen  un 
factor o factores  solubles  que  estimulan a f ibroblastos ( 86 )  y células 
endoteliales (87) para  producir CSA de macrófagos y granulocitos in 
vitro. Puesto  que  los  monocitos  pueden  estimular  la  producción  de HGFs 
por células  fibrobl6sticas  de  mOdula  ósea  normal y debido a que  los 
fibroblastos y células  endoteliales  son  componentes  del  microambiente 
hematopoyético,  los  fagocitos  mononucleares  juegan  un  papel  pivote 
regulador  en  hematopoyesis,  ya  que  estimulan a las  células  del 
microambiente a producir HGFs (88) .  

Fibroblastos y células  endoteliales  sintetizan M-CSF 
constitutivamente (81,   89) .  Capas adherentes  heterogéneas  de  células  en 
cultivos a largo  plazo, o líneas  de  células  estromales  producen GM-CSF 

14 



y posiblemente  G-CSF (65, 90)  . Se  ha  demostrado  que  células  estromales 
como  las  epiteliales  timicas  humanas,  son  capaces de secretar  factores 
de  proliferación  como  IL-6,  GM-CSF y el  factor  inhibidor de leucemias 
(LIF), lo que  indica  que  estas  células  son  importantes  para  la 
proliferación y diferenciación  de  celulas  precursoras  hematopoyéticas 
que  migran  al  timo ( 9 1 )  . 

Hay  al  menos  dos  factores  derivados  de  c6lulas  estromales;  la IL-6 
que  ha  sido  detectada  en  altas  concentraciones  en l o s  sobrenadantes  de 
cultivos  primarios  de  medula a largo  plazo  (aunque  la  mayoria  es 
secretada  por  macr6fagos) ( 9 2 ) ,  y la IL-4 que  puede  actuar  como  una 
factor  regulador  para  células  progenitoras  que  expresan  receptores  para 
esta  citocina ( 9 3 ,   9 4 ) .  

Factores  linfopoyéticos tambih son  producidos  por  las  células 
estromales,  como  lo  es  la IL-7 ( 9 5 ) ,  que  estimula  la  proliferaci6n  de 
progenitores  de  células-B,  al  igual  que  la de las  células-T y 
timocitos.  Otros  factores  conocidos  como  reguladores  negativos  se 
incluyen  entre los secretados  por  las  células  estromales.  El  TGF-beta 
es un  potente  inhibidor  de  algunas  células  hematopoygticas ( 9 6 )  , y hay 
evidencia  que  es  secretado  por  algunas  lineas  de  células  estromales 
( 6 ) .  Existen  algunos  factores  que  se  enlazan a células  estromales e 
inhiben  su  diferenciación ( 9 7 )  y factores  derivados de éstas  que 
inhiben  la  proliferacien  de  células  leucémicas ( 9 8 ) .  

El  PDGF y el  factor de proliferacien de  fibroblastos  bdsico 
(bFGF),  afectan  la  producción  de  HGFs  tales  como  el  M-CSF.  Ambos  tienen 
una  amplia  especificidad  para  un  gran  ntímero de cglulas,  incluyendo 
fibroblastos,  células  endoteliales  microvasculares y células  de.mtísculo 
de  boca,  resultando  en  su  proliferación y diferenciación ( 9 9 ,   1 0 0 ,  
1 0 1 ) .  El  PDGF y el  bFGF  estimulan  la  inducción de  los  niveles  del mRNA 
para  el  M-CSF y la  liberación  de  M-CSF  en  una  linea de células 
estromales TC-1 y son  potentes  mitegenos  para  estas  c6lulas ( 1 0 2 ) .  

Por  otra  parte  se  sabe,  que  las  células  estromales  tienen  la 
habilidad de soportar  la  proliferación  de  lineas  celulares  dependientes 
de  IL-3,  éstas  observaciones  abren  la  posibilidad  que  las  células 
estromales  produzcan  factores  todavía  no  caracterizados  que  regulan 
etapas  tempranas  de  la  mielopoyesis (103). 

EFECTOS DE LOS HGFs EN CELULAS  ESTROMALES 

La  proliferación  celular,  migración y síntesis  de  proteínas, 
pueden  ser  estimuladas  por  factores  de  proliferación  que  actúan  sobre 
células  responsivas,  que  expresan  receptores  para  factores  de 
proliferación  específicos. 

Recientemente  se  ha  encontrado  que  los  HGFs  son  capaces  de 
estimular in vitro el  crecimiento y función de  una  variedad  de  células 
no-hematopoyéticas  (Ver Cuadro 2 ) ,  tales  como  células  pequeñas  de 
carcinoma  de  pulmón y lineas  celulares  de  carcinoma  de  ovario, 
fibroblastos de médula 6sea normal, y células  endoteliales ( 1 0 ,   1 0 4 ,  
1 0 5 ,   1 0 6 ) .  La importancia de estos  efectos in vivo, particularmente  en 
el  uso clhico de  los  HGFs  después  de  quimioterapia  para  neoplasia,  no 
han  sido  bien  definidos. 
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Cuadro 2 .  EFECTOS DE LOS FACTORES DE PROLIFERACION 
HEMATOPOYETICOS EN CELULAS NO-BEMATOPOYETICAS 

~ ~ ~~~ ~~~ ~~~ ~ 

Factor CBlula  blanco Efectos 

IL-1  Hepatocitos 

Mesénquima 
Tumorales 
Endoteliales 
Osteoclastos 

IL-3 

IL-4 
IL-6 

Células  sinoviales 
Células  estromales 
Lineas  celulares 

malignas 
Fibroblastos 
Melanoma 

Plasmacitomas 
Hibridomas 
Hepatocitos 

GM-CSF  Epitelios 
Carcinoma  de  celulas 
pequeñas  de  pulm6n 

Mieloma 
Sarcoma 

Cáncer de mama 
Lineas  celulares 

malignas 

Epitelios  tumorales 
Lfneas  celulares 

malignas 
PDGF  Tejido  conectivo 

Fibroblastos 

G-CSF  Fibroblastos 

Cáncer  de  mama 

Cáncer  pulrnonar  humano 
TNF  Células  estromales 

TGF  alfa,  Células  epiteliales 

IFN  Cáncer  pulmonar  humano 
beta 

Cáncer  de  células 
pequeñas  de  pulmón 

Induce  proteinas y respuestas 
de  fase  aguda 
Producción  de  CSFs 
Citostgtico 
Estimula su  actividad 
Reabsorción,  estimula su 
actividad 
Estimula su actividad 
Secreción  de  CSFs 
Proliferación 

Secreción de HGFs 
Proliferación 
Soporta su proliferación 
Soporta su proliferacih 
Induce  proteinas  de  fase 
aguda 
Proliferacibn 
Antiproliferacibn y 
diferenciación 
Proliferación 
Proliferación 
Proliferacibn 
Proliferacien 

Proliferación 
Proliferación 
Proliferación 

Quimioatrayente 
Sintesis  de  colágeno y 
proliferación 
Proliferación 
Afectan  su  función 
Antiproliferación 
Proliferación 

Antiproliferación 
Antiproliferación 

Tomado de Ref. 190. 
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En c6lulas normales 

~1 PDGF ha  sido  sugerido  para  jugar  una  importante  funcidn  en  la 
cicatrización  de  heridas. Es un potente  mitógeno y quimioatrayente  para 
células  de  tejido  conectivo y un  estimulador de  síntesis de coldgeno  en 
fibroblastos,  por  lo  que  el  PDGF  puede  contribulr a la  reparacidn y 
reconstrucción  del  tejido  conectivo.  No  tiene  un  efecto  directo  sobre 
células  epiteliales  normales  puesto  que  no  expresan  receptores  de 
superficie  para  PDGF;  aunque  el  daño  ocasionado  en  tejidos  compuestos 
por  estas  células  puede  inducir  la  expresión  de W A S  que  codifican a 
un  mitógeno  potente y su  receptor (107). 

El  TNF,  la  IL-1 y la  endotoxina  bacterial,  que  son  producidos 
durante  una  repuesta  inflamatoria,  pueden  afectar  la  funcidn de cglulas 
estromales.  Las  células  endoteliales,  incluyendo  la  línea  sinusoide  de 
médula,  pueden  ser  estimuladas a secretar  IL-1  adicional y CSFs (56, 
57, loa), y la  IL-1  induce  la  secreci6n  de  CSFs por las  celulas 
estromales ( 1 0 9 ) .  Otras  celulas  estromales  de  medula  con  receptores 
para  IL-1, TNF, EGF y PDGF,  pueden  ser  estimuladas a secretar  factores 
que  incluyen  los  CSFs,  IL-4 e IL-6 (110, 111). Las  células  normales 
epiteliales  de  trdquea  de  rata  en  cultivo  producen los péptidos 
reguladores  de  proliferación  TGF-alfa y TGF-beta y son  responsivas a 
ellos  aumentando  su  proliferación (112). 

La  suma de factores  producidos  en l o s  tejidos por células 
endoteliales y estromales  pueden  actuar  solos,  aditivamente o 
sinergísticamente  sobre  precursores  mieloides ( 1 1 3 ) .  

Las  respuestas  de  células  estromales a varios  mediadores,  indica 
que  los  receptores  para  estas  citocinas  son  expresados  por  las  c6lulas. 
También  es  interesante  el  que  las  células  estromales  sean  sensitivas a 
un  gran  número  de  citocinas  que  ellas  secretan (110). Por  ejemplo, 
existen  reportes  que  el  GM-CSF  puede  estimular  la  proliferación  de  CFU- 
F (Unidad  formadora  de  colonias  de  fibroblastos)  de  médula (106). Tales 
mecanismos  autócrinos  proveen  un  medio  para  sobrerregular o suprimir 
una  respuesta  particular a través  de  inhibición  por  retroalimentacibn. 

En células tumorales 

Hasta  hoy,  se  ha  creido  que  los  HGFs  tienen  especificidad 
restringida  para  células  hematopoyéticas.  Sin  embargo,  m6s 
recientemente,  hay  resultados  que  indican  que l o s  HGFs  podrian  tener 
efectos  promotores  del  crecimiento  sobre  tumores  sólidos,  es  concebible 
que  un  mecanismo  autócrino o pardcrino  similar  puede  ser  operable  para 
estos  factores  de  proliferación (114). 

Ha  sido  postulado  que  células  estromales  tales  como  fibroblastos y 
células  endoteliales, y los factores  producidos  por  éstas,  son 
importantes  en  la  regulación  del  comportamiento de  las  células 
tumorales,  tales  como  la  inhibición de la  proliferación, 
diferenciación,  metástasis e invasión (115). Una  considerable  cantidad 
de evidencias  revelan  el  papel  de  las  células  estromales y sus  factores 
en la neoplasia  epitelial  de  gldndula  saliva1 (116), mamaria (117), 
vejiga  urinaria (118) y piel (119) .  Ha  sido  descrito (120), que 
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fibroblastos  co-inoculados  con  tumores  epiteliales  humanos  aceleran  su 
crecimiento in   vivo.  Sin embargo,  los  fibroblastos de pacientes  con 
cdncer  de  mama se comportan  anormalmente i n  vitro (121,  122) . Por  lo 
afecten  la  proliferación,  diferenciacibn, invasi6n o metdstasis  de 
celulas  cancerosas.  Por  otra  parte  se  sabe  que  la  llnea de carcinoma 
Shionogi  es  estimulada  por  factores  de  proliferación de fibroblastos 
(123) . 

Existe  una  fuerte  relaci6n  entre  las  celulas  cancerosas y 
estromales,  ya  que  las  cglulas  humanas  cancerosas  secretan  factores 
difusibles  que  estimulan a fibroblastos  humanos a producir  factores  los 
cuales  vuelven a promover  la proliferacih  de las  primeras,  creando un 
circuito  pardcrino (124).  La  c6lulas  de  cdncer de mama  humano,  elaboran 
una  variedad de factores de proliferación  bajo  diversas  condiciones  en 
cultivo  de  tejidos a largo  plazo (125).  Por  andlisis de Northern  blot e 
hibridización i n  s i t u ,  ha  sido  mostrado  que  transcriptos de sis/PDGF- 
beta  estan  presentes  en  las  c6lulas  epiteliales  de  lesiones  malignas y 
benignas de la  mama (126).  Recientemente se  mostr6,  que  las  celulas 
epiteliales  normales  de  mama  humana,  constitutivamente  expresan 
cantidades  significantes  de  PDGF-AA y poco de  PDGF-BB (129) .  En  dos 
lineas  celulares  de  cancer  de  mama  humano  (T47D y MCF-7), se obtiene 
acci6n  mitogenica  cuando  se  adiciona  exdgenamente  PDGF (128) .  

Hay  algunas  evidencias  sobre  efectos  en  la proliferacih de CSFs 
sobre  otras  cBlulas  tumorales  de  malignidades  no-hematol6gicas.  Otros 
trabajos,  describen  enlace  especlfico  de  GM-CSF a llneas  celulares 
de  cdncer  de  cglulas  pequefias  de  pulmdn (129) .  Se  ha  estudiado, al GM- 
CSF  en  este  tipo de  células,  pero  que  expresan  marcadores  de  superficie 
para  macrófagos y otras  células  hematopoyéticas  tales  como  Leu-M3,  Leu- 
7 y HLA-RD (130) .  En  estas  células  el  GM-CSF  tuvo  efectos 
antiproliferativos y de  diferenciación,  lo  que se determinó  por 
incorporación  de  timidina  tritiada y proliferación  clonal  en  agar.  El 
GM-CSF  también  induce  expresión  aumentada  de  marcadores  hematopoyéticos 
en  estas  lineas  celulares.  Otros  investigadores (131) ; sin  embargo,  no 
han  mostrado  ningun  efecto  de  GM-CSF  sobre  la  proliferación  clonal  de 
las  lineas  de  cdncer  de  células  pequeñas  de  pulmón  ya  analizadas 
(130) . También  se  sabe  que  el  rhGM-CSF  es  un  potente  estimulador  de  la 
proliferación  de  células  de  mieloma i n   v i t r o  por  aumentar  la  respuesta 
de IL-6 en  éstas  células,  que  es  el  mayor  factor  de  proliferación  para 
células  de  mieloma  humano y de  ratón (132,  133).  Aunque  también  se  ha 
mostrado  que  el  GM-CSF  est&  involucrado  en  la  proliferación  espontánea 
de  células  de  mieloma (132) . Estos  resultados  deben  tomarse  en  cuenta 
cuando se considere  el  uso  terapéutico  de  GM-CSF  en  pacientes  con 
mieloma  múltiple. 

En  un  trabajo  reciente ( 1 0 6 ) ,  se  ha  mostrado  la  presencia  de 
receptores  para  CSFs y la  capacidad  proliferativa de GM-CSF  sobre 
células  de  sarcoma y cáncer  de  mama.  Estudios  pioneros  por  otra  parte, 
describen  que  líneas  celulares  tumorales  liberan  factores  estimuladores 
para  colonias  hematopoyéticas  mixtas (134,   135) ,  asi  como  G-CSF  en  sus 
sobrenadantes ( 1 3 6 ) ,  y ha  sido  también  hipotetizado  que  cé:lulas 
tumorales  productoras  de  CSFs  podrían  facilitar  el  proceso  metast&sico 
in vivo (137) .  

Los HGFs  recombinantes  humanos  tales  como IL-3, GM-CSF y G-CSF, 
puede  estimular la proliferación  de  células  clonogénicas de algunas 
lineas  celulares  malignas  no-hematopoyéticas i n   v i t r o  (10,   138) .  Se ha 

\ tanto,  es  probable  que  fibroblastos  estromales  en  tejidos  con  cdncer 

18 



examinado la modulacidn de la proliferación clonal de celulas de 15 
lineas de cancer pulmonar  humano  por  co-cultivo con diferentes 
linfocinas recombinantes, monocinas y ciertos agentes que inducen 
diferenciaci6n en otros sistemas de celulas malignas. Los autores 
describen inhibición  por  TNF-alfa e IFN  (interferon). IL-1, IL-2 y GM- 
CSF no tuvieron efecto (131) . En otros trabajos se han reportado 
efectos antiproliferativos de  IFN-gamma y GM-CSF  en cancer de celulas 
pequefias de pulm6n (130). 

A pesar de lo importante  de  los estudios clinicos con HGFs en 
progreso, solo se poseen  escasos  datos sobre la interacci6n de éstos 
con tejidos tumorales no-hematopoy6ticos. 

USO CLINIC0 DE LOB HGFs EN CELULAB  MALIGNA8 

El aislamiento de  los cDNAs que codifican los HGFs facilita la 
bioshtesis de suficientes cantidades de proteha recombinante para 
permitir la investigaci6n de estos agentes como herramientas 
terapéuticas (80). 

A s € ,  cantidades suficientes  de 5 de estos factores (Epo, GM-CSF, 
G-CSF,  M-CSF,  IL-3), son producidas  para su  uso  en muestreos 
preclhicos. Muchos agentes citot6xicos, muestran una relaci6n dosis- 
respuesta en términos de sus efectos  anticancer, pero su mayor 
toxicidad es la mielosupresi6n.  Debido a la mielosupresi6n causada por 
reg€menes  de quimioterapia  convencional, muchos pacientes requieren 
hospitalización con terapia prolongada de antibi6ticos despues de la 
cual desarrollan septicemias y mueren. Es probable que los  HGFs 
mieloides puedan reducir la incidencia y severidad de  tales eventos, y 
por  lo tanto, las drogas citotóxicas  podrian  ser dadas a mayores dosis 
y frecuencia de los  métodos  convencionales, con el objetivo de aumentar 
la sobrevivencia de pacientes  con  cdncer (139). 

En general, el uso clhico de  los HGFs puede ser clasificado en 4 
estrategias (140) : 

1) Estimulación de la respuesta  inmune  para aumentar el ataque a 
neoplasmas (Ejemplo: IL-2). 

2) La disminución del  daño de la terapia del cancer, la 
inmune y mielosupresión relacionada con el cdncer y aumento 
de los mecanismos no-especificos de la resistencia del 
hospedero (Ejemplo: GM-CSF, G-CSF,  Epo). 

3) Mejoramiento indirecto  de la respuesta antitumoral y 
sobrevivencia al reducir  toxicidad y por  lo tanto, alteraci6n de 
la definición de  las  dosis toleradas maximas de regimenes 
quimioterap6uticos convencionales  (Ejemplo:  CSFs). 

4) Influencia directa  sobre la proliferación de las c4lulas del 
tumor y diferenciación vía citotóxica, mecanismos citostdtico o 
regulatorio (Ejemplo:  TNF). 

Por lo tanto, los HGFs pueden  ser particularmente usados para 
disminuir el efecto  mielotóxico  de la quimioterapia, reduciendo 
potencialmente la morbilidad y mortalidad  del tratamiento y permitiendo 
la administración de dosis óptimas  de  quimioterapia, o para  aumentar la 
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respuesta  inmune e iniciar  un  ataque  en  contra  de  las  células 
tumorales. 

En  los  estudios  encaminados a reducir  la  mielotoxicidad  en  la 
quimioterapia  del  cancer,  se  ha  mostrado  un  efecto  benefic0  consistente 
del G-CSF, con  efectos  colaterales  tolerables.  Una  reducción  en  la 
duración  de  la  neutropenia,  fue  inicialmente  descrita  en  un  pequeño 
grupo  de  pacientes  con  carcinoma  de  celulas  pequefias de pulmdn  que 
recibieron G-CSF después  de  la  administracidn de  adriamicina, 
ifosfamida y etópsido ( 1 4 1 ) .  En  adición a un  mejoramiento  en  el  conteo 
de  neutrdfilos 15 dias  después de la  quimioterapia,  hay  una  reducci6n 
en  episodios  febriles,  dias  de  antibióticos y de  hospitalizacih ( 1 4 2 ) .  
Resultados  similares  se  han  descrito  en  estudios con pacientes 
recibiendo  quimioterapia  de  melfalan  para  una  gran  variedad  de 
neoplasmas ( 1 4 3 ) ,  y en  pacientes  bajo  combinacidn  intensiva  de 
quimioterapia  para  c6ncer  de  vejiga ( 1 4 4 ,   1 4 5 ) .  

En  cada  uno de  estos  estudios,  una  reducción  dosis-dependiente  en 
la  neutropenia  se  ha  observado.  El  incremento de celulas  de  sangre 
periférica  es  acompafiada  por  un  aumento  en  la  celularidad de médula 
dsea  desde  células  mieloides a eritroides ( 1 4 5 ) .  Solamente a muy  altas 
dosis  de G-CSF se observa  un  incremento  en  el  ntimero de monocitos o 
linfocitos. Los neutófilos  producidos  por G-CSF son  principalmente 
células  maduras  con  movilidad y capacidad  bactericida  normales ( 1 4 6 ) .  
En  estos  estudios,  existe  una  protección  aparente  de  eventos  febriles 
( 1 4 1 ,   1 4 4 )  y una  incidencia  reducida  de  enfermedades  ocasionadas  por 
hongos ( 1 4 4 )  . Un  importante  resultado  ha  sido  la  habilidad  para  librar 
el  ciclo  subsecuente  de  quimioterapia  en  todos  los  pacientes  que 
reciben G-CSF en  el  cáncer  de  vejiga.  En  contraste, m6s del 7 0 %  de  los 
controles  que  no  reciben G-CSF fueron  forzados a demorar la 
quimioterapia  por  la  mielosupresión ( 1 4 4 ) .  Sin  embargo,  este  resultado 
en  el  mejoramiento  de  la  proporción  de  respuestas y sobrevivencia  entre 
pacientes  con  cáncer  que  reciben G-CSF no  ha  sido  determinado,  pero los 
datos  son  alentadores  con  respecto a la  reducción de la  toxicidad 
producida  por  la  quimioterapia.  La  preocupación  teórica  con  respecto a 
si el G-CSF induce  crecimiento  del  tumor  no  ha  sido  clinicamente 
evidente (80) . 

GM-CSF 

Resultados  de  un  ensayo  de  la  administración  de GM-CSF después  de 
quimioterapia  para  sarcoma,  fueron  similares a los  estudios  realizados 
con G-CSF ( 1 4 7 )  . El  periodo  de  neutropenia y el  intervalo  entre  Ciclos 
de  quimioterapia  son  reducidos  en  pacientes  recibiendo GM-CSF. Sin 
embargo,  la  septicemia  ocurre.  Por  lo  tanto,  aun  no  ha  sido  determinado 
si hay  una  diferencia  significante  en la habilidad  del GM-CSF y G-CSF 
para  reducir la proporción  de  severidad  de  infecciones  después de la 
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quimioterapia  del  cdncer.  La  experiencia  en  la  respuesta  hematol6gica 
cuando  se  administra  GM-CSF  es  un  incremento  en  los  neutr6filos  sin 
eosinofilia ( 1 4 7 ) .  

En  modelos  animales  con  tumores  &lidos,  tanto  el  G-CSF  como  el 
GM-CSF  incrementan  la  velocidad  de  recuperaci6n  despues  de  la 
administración  de  drogas  citotóxicas.  Estudios  de  laboratorio,  han 
sugerido  que  unos  pocos  tumores  sólidos  y  lineas  celulares  son 
moderadamente  estimulados  por  GM-CSF;  sin  embargo,  otros  son  inhibidos 
y  algunos  no  se  ven  afectados ( 9 ,   1 4 8 )  , aunque  existen  reacciones 
asociadas  a  malignidad  que  tienen  altos  niveles  del  factor  de 
proliferación,  presumiblemente  de  origen  tumoral ( 1 4 9 ) .  

Múltiples  estudios  de  G-CSF  y  GM-CSF  después de quimioterapia  para 
tumores  especlficos o malignidades  mezcladas,  sugieren  un  decremento  en 
la duracien  de  la  neutropenia ( 1 4 7 ) .  El  GM-CSF o G-CSF  sin 
quimioterapia,  generalmente  resultan  en  un  aumento  dosis-dependiente  en 
el  conteo  de  células  sanguíneas  blancas  y  granulocitos. 

El  GM-CSF  recombinante  humano  es  actualmente  usado  para  elevar  los 
niveles  circulantes  de  granulocitos a nivel  clinic0  en  pacientes  con 
una  variedad de desórdenes  hematopoyéticos  y  tumores  no-hematopoyéticos 
( 1 5 0 ,   1 5 1 ) .  Puede  actuar  sobre  células  no-hematopoyéticas  tales  como 
células  pequeñas  de  cáncer  de  pulmón ( 1 5 2 ) ,  lineas  celulares  de 
osteosarcoma,  una  línea  celular  de  cáncer  de  mama (9) y  llneas 
celulares  de  cáncer  de  cólon ( 1 0 ) .  

M-CSF 

El  M-CSF  también  tiene  algun  efecto  sobre  la  citopenia  inducida 
por  la  quimioterapia ( 1 5 3 ) .  El  papel  del  M-CSF  recombinante  en  este 
punto  es  indefinido;  sin  embargo,  un  papel  diferente  para  el  M-CSF  ha 
sido  sugerido  por  estudios  en  primates,  en  donde se observa  un 
incremento  en  el  número  de  monocitos  y  de  la  citotoxicidad  celular 
dependiente  de  anticuerpo  en  monocitos ( 1 5 4 ) .  También  ha  sido  utilizado 
en  lineas  celulares  de  melanoma  humano ( 1 5 5 ) .  El  M-CSF  puede  por  lo 
tanto,  ser  usado  en  la  terapia  del  cáncer  cuando se aplica  en 
conjunción  con  anticuerpos  monoclonales.  Ciertos  estudios  describen  a 
12 pacientes  con  melanoma  metastásico  tratados  con  M-CSF  a  diferentes 
concentraciones.  Un  incremento  en  los  monocitos  de  sangre  periférica 
fue  observado (156), y  también  un  incremento  en  la  citotoxicidad 
dependiente  de  anticuerpo  a  través  del  monocito  en  pacientes  tratados 
con  altas  dosis. 

A pesar  de  estos  resultados  alentadores,  los  efectos 
antineoplásicos  del  rhM-CSF  aun  se  encuentran  bajo  estudio. 

IL-3 

La IL-3 ha sido aplicada  en  pacientes  con  tumores  sólidos  en  etapa 
avanzada  como el carcinoma  de  células  renales,  adenocarcinoma  de  cólon, 
páncreas,  pulmón y mama,  y  todos los pacientes  han  respondido a la 
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administración  de  rhIL-3  con  un  incremento  en  los  conteos  totales  de 
células  sanguineas  blancas,  aumentando  el  nClmero de leucocitos  de 
manera  dosis-dependiente (157).  

La  introducci6n de rhIL-3  ha  revelado  posibilidades  para  estimular 
la  producción de mtíltiples  llneas  celulares,  pero  las  toxicidades y su 
potencial  para  promover  efectos  en  tumores  necesita  ser  cuidadosamente 
evaluado (155).  

IL-2 

IL-2 tiende a establecer  la  inmunoterapia  como  la  cuarta  modalidad 
del  tratamiento  del chcer. La  utilizaci6n  clinica fue grandemente 
acelerada  por  la  disponibilidad de IL-2  recombinante (rIL-2). El diseiio 
de  los  primeros  protocolos  clinicos  se  basaron  sobre  investigaciones  en 
sarcomas  murinos  de  inmunogenicidad  variable  en  el  Instituto  Nacional 
de  Cancer  de  Bethesda.  El  inter&  fue  estimulado  en  particular  por 3 
reportes de respuestas  objetivas  en  pacientes  con  c6nceres  refractarios 
tratados  con  rIL-2  con y sin  celulas  asesinas  activadas por linfocinas 
( L A K )  (158,   159,   160).  

El  futuro mas importante  de  rIL-2  en  la  inmunomodulaci6n  es el 
potencial  incrementado  en  citotoxicidad.  Algunos  estudios  muestran la 
inducci6n de la  actividad  de  células  asesinas (NK) y particularmente 
actividad LAK en  sangre  periferica de  pacientes  en  los  que  esta 
actividad  estaba  ausente (161,  162).  El  uso de IL-2 sola,  tiene 
actividad  anti-cdncer  en  humanos.  Esto  ha  sido  observado  en  algunos 
pacientes  con  cdnceres  resistentes:  melanoma  maligno,  carcinoma  renal, 
sarcoma,  linfoma  maligno y adenocarcinomas de una  variedad de sitios 
(colon,  pulm6n,  mama,  etc.).  Se  han  descrito  respuestas  tumorales  en 3 
de 6 pacientes  con  melanoma,  quienes  recibieron  altas  dosis  de  rIL-2 
(163).  Subsecuentemente,  un ntímero de reportes  de administracih 
intravenosa de IL-2  sola,  han  confirmado  esta  actividad,  principalmente 
en  carcinoma  metastásico  de  células  renales y melanoma  maligno (164, 
165) .  

La  IL-2  puede  ser  administrada  sola  localmente  dada a altas 
concentraciones  en  el  sitio  del  tumor,  disminuyéndose  la  toxicidad  de 
la terapia  sistémica (166).  También  es  administrada  con  quimioterapia 
(167,  168,  169) , o en  combinación  con  otros  agentes  biol6gicos  como  el 
TNF, anticuerpos  monoclonales e interferones (170,   171).  En  muchos  de 
estos  tratamientos  rIL-2,  ha  demostrado  actividad  importante  en 
pacientes  con  cáncer  quienes  fueron  resistentes  previamente a todas  las 
modalidades de tratamientos  disponibles,  por lo que  el  uso  de  rIL-2,  da 
a la medicina del cáncer  una  nueva  oportunidad  para  tratar  malignidades 
previamente  resistentes (172).  

Desde  que  se  ha  incrementado  el uso de HGFs recombinantes  para 
reconstituir  la  médula  6sea de pacientes  con  tumores  que  reciben 
quimioterapia, los efectos que  modulan el crecimiento de HGFs sobre 
células tumorales  empieza a ser de gran  importancia. 

Los efectos de los HGFs sobre el crecimiento  tumoral in vivo aun 
no  han sido determinados,  pero la utilización de G-CSF o GM-CSF en 
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tumores sólidos, debe ser  estudiada  con gran detalle para poder tomar 
en consideración tales efectos. 
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Se  sabe  que  las  células  sangulneas son capaces de producir 
factores  de  regulación  que  no  solo  afectan  la  proliferación y 
diferenciación  de  ellas  mismas,  sino  de  células  estromales a través  de 
la  produccidn de IL-1, G-CSF y PDGF,  que  ha  sido  demostrado  estimulan 
la  proliferación de fibroblastos.  Por  otra  parte, es  conocido  que  estos 
factores de regulación  hematopoyética tambib actuan  en  algunas  células 
no-hematopoyeticas  de  origen  tumoral.  Si  se  toma  en  consideración  que 
los diferentes  factores  de  regulación  hematopoyética  actuan  mediante  un 
mismo  mecanismo de inducción a la proliferación de  sus  c6lulas  blanco, 
se  considera  probable  que  G-CSF,  M-CSF,  GM-CSF, IL-3 e IL-2, puedan 
inducir  la  proliferación  de  epitelios y fibroblastos  de  origen  tumoral 
y normal,  respectivamente. 

Por otra  parte  también  es  conocido  que  algunos  factores  de 
regulación  hematopoyética  no  ejercen  su  efecto  directamente,  sino a 
través  de  la  producción  de  algun  factor  secundario.  Nuestro  grupo  de 
trabajo  ha  encontrado  evidencias  de  que  uno de  estos  factores,  el G- 
CSF, induce  la  proliferación de fibroblastos de pulmón  de  ratón 
normales, y que  probablemente  este  efecto  no  sea  directo,  ya  que  es 
inhibido  por  anti-PDGF.  Por lo que  se  pretende  demostrar  que  en 
fibroblastos,  este  efecto  del G-CSF y de  otros  factores  hematopoyéticos 
pueda  estar  mediado  por  el  PDGF. 
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O B J E T I V O S  

OBJETIVOS  GENERALES 

1. Estudiar  el  efecto  de  las  factores de 
regulación  hematopoygtica  recombinantes 
humanos  en  celulas  no-hematopoyeticas  de 
diverso  origen. 

2. Determinar  si  la  proliferación  inducida  por 
G-CSF  en  fibroblastos  es  en  forma  directa o 
es  mediada a través  del  PDGF. 

OBJETIVOS  PARTICULARES 

1.1 Determinar  la  cinética  de  proliferación de 
las  epitelios y fibroblastos  de  ratón y 
humanos. 

1.2 Evaluar  el  efecto  de IL-3, GM-CSF,  G-CSF, 
M-CSF e IL-2 recombinantes  humanos  sobre  la 
proliferación  de  epitelios y fibroblastos 
normales y tumorales. 

2.1 Evaluar  el  efecto  mitogénico  de  G-CSF y PDGF 
en  fibroblastos,  para  determinar si la 
proliferación  inducida  por  G-CSF  en 
fibroblastos  es  mediada  por  el  PDGF. 
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M A T E R I A L  Y M E T O D Q  

RATONES 

Para  la  obtención  de  epitelios  de riii6n y fibroblastos de pulmbn, 
se utilizaron  ratones  de  la  cepa CD-1 de  ambos  sexos  entre 5 y 56 d€as 
de edad. 

CELULAS EPITELIALES Y BIBROBLASTOS 

Las  epitelios  utilizados  fueron  el  carcinoma de vejiga  humana 
5637,  los  carcinomas  de  cervix  humano T3 y CaLo,  el  carcinoma  de 
laringe  humano  HEP y la  linea de  higado  fetal  humano  WRL-68 (Ver Cuadro 
3 )  

Por  otra  parte,  se  emplearon  los  fibroblastos  de  la  linea  de 
pulm6n de rat6n L-929, los  fibroblastos de pulmón  adulto  humano CCD- 
16Lu, y los  fibroblastos  de  cervix  normal  humano  FibCer  (Ver Cuadro 3 ) .  

Cuadro 3. ESTIRPES Y LINEAS  CELULARES DE EPITELIO8 Y FIBROBLASTOS. 

TIPO 
LINEA  ORIGEN  CELULAR TUMORAL NORMAL 

5637 

T3 

CaLo 

HEP 

WRL-68 

L-929 

CCD-16Lu 

FibCer 

Ve j iga 
humana 

Cérvix 
humano 

Cérvix 
humano 

Laringe 
humana 

Higado fetal 
humano 

Pulmón  de 
ratón 

Pulmón 
humano 

Cérvix 
humano 

Epitelios + 
(carcinoma) 

Epitelios + 
(carcinoma) 

Epitelios + 
(carcinoma) 

Epitelios + 
(carcinoma) 

Fibroblastos - 

Fibroblastos - 

Fibroblastos - 

Fibroblastos - 
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CdNDICIO~8 f)BL CULTIVO CELULAR 

Todas las celulas fueron cultivadas bajo una atm6sfera de COZ  al 
lo%, 37OC y humedad  saturante. Los fibroblastos de pulmdn y los 
epitelios de riñdn de ratón, al igual que las celulas T3, CaLo, HEP, 
WRL-68 y FibCer fueron cultivadas en Medio Minimo esencial de Eagle 
modificado por  Dulbecco (DMEM) (Sigma Chemical Co, USA) y las celulas 
5637,  L-929 y CCD-16Lu  en RPMI 1640 (Sigma); todas  en presencia de 
Suero Fetal de Bovino (SFB) (Microlab,  Mexico) al 10%. Las celulas 
fueron cultivadas en cajas de 60 x 15 mm (Costar, USA) para su 
expansi6n y en  placas de  96 micropozos  (Nunc, Dinamarca) para  los 
ensayos experimentales; para  ello, se despegaron las células de  las 
cajas de cultivo con una  solucidn de tripsina pancredtica tipo I1 
(Sigma) al O. 1% en  verseno  durante 10 min y se determin6 la 
concentracih celular con una  cSmara  de  Neubauer. 

OBTENCION Y CULTIVO DE EPITELIO8 DE RATON 

Los animales de 2 meses de  edad fueron sacrificados mediante 
dislocaci6n medulo-enceffilica, a los mfis pequeflos se les cortd la 
cabeza con unas tijeras.  Posteriormente se realizaron dos incisiones 
dorso-laterales para  extraer  los rifiones y una incisi6n ventral para 
extirpar los pulmones,  los  órganos se colocaron en cajas Petri con 
Solución Amortiguadora de  Fosfatos (SAF) y después en un matrdz 
Erlenmeyer agregando 20 m1 de  tripsina  pancre6tica tipo I1 al 0.25%  en 
SAF. Se agit6 la solución utilizando  una  parrilla magnetita durante 10 
min en baño de agua a 37OC, se retiró  el sobrenadante para eliminar 
células sanguheas, se agregó  nuevamente tripsina durante 30 rain o 
hasta la completa disgregación  del  tejido. Posteriormente, la soluci6n 
se pasó a través  de una  malla  de  nylon  para separar el tejido no 
disgregado. El filtrado se colectó en  un tubo conteniendo SFB para 
desactivar la enzima,  por  Gltimo  fue centrifugado a 500 g durante 5 min 
para colectar las  c8lulas.  Estas  fueron sembradas en  cajas  de cultivo 
de 60 x 15 mm en  DMEM  al 10% de SFB durante 2 dlas al término de los 
cuales se les cambió el  medio  de  cultivo. Las células utilizadas en  los 
ensayos experimentales fueron  las  de  las subcultivos 1 a 3. Para  ello 
se sembraron 5000 epitelios/pozo y 2500 fibroblastos/pozo en  placas 
de 96 micropozos con 100 microlitros (pl)  de DMEM al 10% de SFB en 
presencia y ausencia de los factores  de  proliferaci6n  hematopoyeticos. 

CINETICAS DE PROLIFERACION CELULAR 

Para determinar algunos parfimetros cinéticos como el tiempo de 
doblaje (TD) de  las  células  utilizadas  en los ensayos, se realizó una 
cinética de proliferación de  cada tipo celular  empleado. 

Para ello se sembraron  por  quintuplicado 1200 células/pozo de  las 
líneas  5637, T3, CaLo,  HEP, WRL-68 y L-929; 2500 células/pozo de las 
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lineas CCD-l6Lu,  FibCer y fibroblastos de pulm6n de rat6n; y 5000 
células/pozo de epitelios de riA6n de rat6n en 100 pl de medio de 
cultivo al 10% de SFB en placas de 96 micropozos. La densidad celular 
fue determinada cada 24 horas durante 8 dlas para los epitelios y 10 
dias para los fibroblastos por medio de la tecnica colorimetrica basada 
en la incorporacih del colorante cristal violeta (173). 

El tiempo  de doblaje se determin6 interpolando dos puntos en la 
fese exponencial de proliferacibn, al graficar en papel semilogarStmico 
los datos obtenidos para  cada  cingtica (Apendice I) .  

DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR 

La proliferación celular fue determinada por una tecnica 
colorimetrica basada  en la incorporación al ndcleo de la celula del 
colorante cristal violeta.  Esta tBcnica es Qtil para celulas que se 
adhieren a la superficie de cultivo. 

DespuBs de concluldo el tiempo del cultivo celular, el medio fue 
decantado y se agregó a las células una solución de glutaraldehido al 
1.1% en DMEM hasta cubrirlas completamente. DespuBs de 10 min el 
glutaraldehldo fue retirado, se lavaron  las celulas ligeramente con 
agua bidestilada evitando desprenderlas y se procedi6 a secar las 
placas a temperatura ambiente.  Posteriormente se agreg6 una soluci6n de 
cristal violeta al 0.1% en  solución  amortiguadora de dcido fórmico pH 
6 durante 20 min en agitacih, despues se retiró el cristal violeta y 
se lavó exhaustivamente hasta  retirar completamente el colorante no 
incorporado. Se dejó secar  perfectamente. (Aphdice 11). 

Al momento de la evaluación, se agregaron a las células 100 
pl/pozo de dcido acético al 10% durante 20 min para remover el 
colorante incorporado por  el nficleo celular, se resuspendi6 y se 
determinó la absorbancia a 595 nm en  un  lector de microplacas (Bio-Rad, 
modelo 3550). Para conocer las  concentraciones celulares, los valores 
obtenidos fueron extrapolados  en  una  curva  patrón realizada para  cada 
lXnea celular, en la que se sembraron  1000, 2000, 4000, 8000, 16000 y 
32000 celulas/pozo, a los  que se les determinaron sus valores de 
absorbancia correspondientes. A la línea  recta obtenida, se le  realiz6 
una regresión lineal (Apgndice I). 

ENSAYO CON LOS FACTORES DE PROLIFERACION HEMATOPOYETICOS 

Para determinar el  efecto  de los factores de proliferacibn 
hematopoyeticos sobre la proliferación de las células epiteliales en  la 
primera etapa del trabajo experimental, sé utilizaron las 
concentraciones descritas a continuación: 
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Baator  huratopoy6tico 
rooombinanto 

EGF 4 
G-CSF 1000 
M-CSF 500 
GM-CSF 1000 

IL-3 2000 
IL-2 100 u/ml 

ng = nanogramos u = unidades m1 = mililitro 

En las c6lulas donde se observe un incremento sobre la 
proliferacibn, se realizaron dosis-respuesta para cada factor 
hematopoyetico utilizando las siguientes concentraciones: 

Factor hematopoy6tico 
recombinante 

G-CSF 1, 10, 100 y 1000 
M-CSF 0.5, 5, 50 y 500 
GM-CSF 1, 10, 100 y 1000 

IL-3 2 ,  2 0 ,  200 y 2000 
IL-2 1,  1 0 ,  100 y 1000 u/ml 

Teniendo en cuenta las concentraciones 6ptimas  obtenidas  con los 
epitelios, en la segunda etapa  del trabajo en donde se evalu6  el efecto 
de los HGFs  sobre la proliferacibn  de  fibroblastos, se emplearon ademas 
otros  factores hematopoy6ticos y las siguientes concentraciones: 

Factor  hematopoyético 
recombinante 

EGF 
G-CSF 
M-CSF 
GM-CSF 

IL-3 
IL-2 
PDGF 
aPDGF 

4 
5 
5 
10 

200 
10 u/ml 

3 
20000 
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Todos los ensayos se realizaron por triplicado y por lo menos 2 
veces  de manera independiente. 

ANAL1818  ESTADISTICO 

Con la finalidad de  que el error obtenido en los  experimentos no 
fuera mayor al IO%, se determin6 el coeficiente de  variaci6n  de los 
datos  (174) . (ApOndioe 111). 

Para  el  tratamiento estadsstico de los datos se utilize la  prueba 
de t de Student (175), por medio de la cual se comparan  las medias y 
las desviaciones normales de grupos de datos para determinar  si entre 
esos  pardmetros las diferencias son estadlsticamente significativas.’En 
este caso, se comparb el  valor  del control negativo (-) (sin inductor), 
con  el  obtenido  con el  inductor (con factor hematopoy6tico) , y se tom6 
una probabilidad significativa de Pc0.05 y muy significativa de pcO.01, 
valor que representa la probabilidad de  que la diferencia  entre las 
muestras  sea debida al azar. (Apbdioe 111). 

Por otra parte,  para la determinación de la proliferaci6n celular, 
se realizó una regresi6n lineal de las curvas  patrón obtenidas 
previamente, y para  determinar  el tiempo de doblaje  de  las  celulas se 
obtuvo el logaritmo de las concentraciones celulares  correspondientes a 
las cineticas  de proliferación (176) (Apéndice I). 
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R E S U L T A D O S  

COEFICIENTE DE VARIACION 

El coeficiente  de  variación (CV) (Apéndice 111) , que relaciona  la 
media y la  desviacibn  estdndar,  se  determin6  con  el  objetivo  de  obtener 
la  variabilidad  existente  entre  el  nlimero de  pozos  sembrados  en  cada 
ensayo. Por su f6cil  proliferaci6n in vitro,  se  utilizó a la  linea L- 
929 como modelo, se sembr6  diferente  ntímero de  pozos  con 10000 células 
cada  uno y una  vez  adheridas a la  superficie de cultivo,  las  células 
fueron  fijadas,  se  determinaron  las  absorbancias, los ndmeros  celulares 
y el CV correspondiente (Cuadro 4 ) .  

Cuadro 4. D8terminaCiÓn  del  coeficiente de variacidn en 
~~ 

la línea  fibrobldstica L-929. 

Niunero de  pozos Coeficiente de 
sembrados Variación (m) 

2 
3 
5 
10 

11.15 % 
9.05 % 

4 . 8 4  % 
8.59 % 

Para  la  realizaci6n de este  trabajo se  consideró  pertinente  una 
variacidn  entre l o s  ensayos  menor  al 10 %. Se  encontró  que  el  número 
minimo de pozos  para  obtener  estas  condiciones  fue de 3 ,  por lo que 
todos los experimentos  se  realizaron  por  triplicado. 

CURVAS PATRON 

Para  determinar  la  pertinencia  de  evaluar  la  proliferación  celular 
por  la  tecnica de incorporación  del  colorante  cristal  violeta, se 
determin6  el  coeficiente  de  correlación  (r) (Apendice I) en  curvas 
patrón  con  números  celulares  conocidos y sus  respectivas  absorbancias. 
Se  evaluaron  asimismo l o s  valores  de A y B en  la  recta de ajuste 
mediante la fórmula y = A + Bx, en  donde los valores de ltyft 
corresponden al ntímero  celular, y l o s  de l1xIt a la absorbancia.  Se 
muestran los valores  de A ,  B y r para  cada  curva  patrón,  obteniéndose 
una  muy  alta  correlación, y por lo tanto,  alta  confiabilidad  en  la 
técnica  de  evaluacien (Cuadro 5 ) .  
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Cuadro 5. Valores de correlación obtenidos de las curvas 
patrón de los epitelios y fibroblastos. 

Coeficiente de Término Coeficiente de 
CBlulas correlación constante regresión 

(r) (A) (B) 

WRL-68 O .  998 
HEP O .  997 
5637  0.995 
CaLo 0.973 
T3  0.990 
L-929 o. 999 

CCD-16Lu 0.996 
FibCer 0.990 

Epitelio  de  ratón o. 999 
Fibroblast0  de  ratón 0.994 

-196.68 
595.96 

-1022.79 
1677.78 
-2356.51 
-732.91 
1005.42 
321.66 

-3300.49 
-1891.43 

71709.6 
58777.65 
45276.0 
41818.06 
79854.12 
84036.79 
115388.82 
49658.49 
23998.07 
15139.81 

CINETICAS DE PROLIFERACION 

Para  conocer  algunos  pardmetros  cinéticos  tales  como  el  tiempo  de 
duplicación (TD), la  densidad  de  saturación (DS) y el  tiempo  en  que  el 
nClmero  celular  alcanza  la  mitad  del  valor de DS ((TDS%) en  nuestras 
condiciones  de  cultivo,  se  realizaron  las  cinéticas de proliferaci6n  de 
todos  los  tipos  celulares (Cuadro 6 ) .  Se  utili26  el TDS3 como  el  tiempo 
adecuado  para  evaluar  el  efecto  que  sobre  la  proliferaci6n  celular 
pudieran  tener  los  diferentes  HGFs,  pues  las  células  se  encuentran  en 
su  fase  exponencial  sin  haber  llegado  todavia a saturación. 

EFECTO DE  LOS HOBS SOBRE LA  PROLIFERACION DE EPITELIOS 

Para  conocer  el  efecto  de  los  HGFs  sobre  la  proliferación  de 
células de origen  no-hematopoyético, se  cultivaron  epitelios  de 
procedencia  humana  como  la  linea  de  hígado  fetal WRL-68, el  carcinoma 
de  laringe  HEP, l o s  carcimonas  de  cérvix T3 y CaLo y el  carcinoma  de 
vejiga 5637, en  presencia  de  G-CSF,  M-CSF,  GM-CSF e IL-3. EGF  se  empleó 
como  control  positivo  debido a su  efecto  proliferador  descrito  sobre 
epitelios (177) , y por  otra  parte  se  realizó  un  ensayo  sin  factor  como 
control  negativo. 

Las  concentraciones  utilizadas  para  todos  los  factores  se 
describen  en  el  apartado  de  material y métodos. 

Los resultados  demuestran  que  en  las  células WRL-68, HEP y T3, 
ninguno  de  los  factores  utilizados  tuvo  efecto  inductor a la 
proliferación (Figuras 3 ,  4 ,  5 ) .  Sin  embargo, en las  células 5637, se 
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observó  aumento  en 
significancia  estadist 
6 ) .  Debido  a  que  esta 

la  proliferación  con  G-CSF  e IL-3 con  una 
ica  de P<O.Ol y con  GM-CSF  con  una Pe0.05 (Figura 

~ linea  se  vio  estimulada  en su  proliferación  al 
ser  cultivada  con  los  HGFs y con  la  finalidad de  evaluar  dosis- 
respuesta, se utilizaron 4 concentraciones  diferentes de IL-3, GM-CSF, 
M-CSF y G-CSF. Se  observó  que  también  el  M-CSF  induce  la  proliferación 
y que  las  concentraciones  óptimas  de  activación  son  de 20.  10.  5 y 1 
ng/ml  para IL-3, GM-CSF,  M-CSF y G-CSF,  respectivamente,  con una P<04.01 
(Figura 7 ) .  

En  las  células  CaLo,  se  observó  un  fenómeno  similar  al  de la 
linea 5637, ya  que  todos  los  HGFs  indujeron  su  proliferación (Figura 
8 ) .  Se realizaron  dosis-respuesta  con  los  mismos  factores  y  a  las 
mismas  concentraciones  utilizadas  para 5637, encontrándose 
concentraciones  óptimas  de 20, 1,  5 y 5 ng/ml  para IL-3, GM-CSF,  M-CSF 
y G-CSF,  respectivamente. Las concentraciones  utilizadas  para  todos  los 
factores  fueron  estadísticamente  significativas  con P<0.05 (Figura 9 ) .  

Por tíltimo  cabe  mencionar  que  el EGF no resultó ser un  buen 
inductor  para  los  epitelios  tumorales,  ya  que  en  ningun  caso  mostró 
tener  efecto  mitogénico. 

Para  evaluar  el  posible  efecto  inductor de  los  HGFs  sobre 
epitelios  normales,  se  utilizaron  epitelios  de  riñón  de  ratón  en 
cultivos  primarios  entre  los  pasajes 1 y 2, bajo  las  mismas  condiciones 
empleadas  para  las  lineas  de  epitelios  tumorales.  En  este  caso  el  EGF 
fue  el  inductor  m6s  potente,  aunque  también  el  G-CSF y M-CSF  con 
P<O. 01, y  el  GM-CSF y la IL-3 con  P<O. 05 (Figura 1 0 ) .  

Cuadro 6. Parhetros obtenidos  en  las cinéticas de proliferación 
para  los  epitelios y fibroblastos. 

Número  inicial TD DS TDS+ 
C6lulas de  c6lulas/pozo (hrs) (células) (días) 

WRL-68 
HEP 
5637 
CaLo 
T3 
L-929 
FibCer 

Epitelio  de ratón 
Fibroblast0 de  ratón 

CCD-16Lu 

12 O 0  
1200 
1200 
1200 
1200 
1200 
2500 
2500 
5000 
2500 

35.63 
44.67 
29.25 
29.88 
36.28 
27.96 
56.02 
54.15 
57.65 
47.68 

59124 5 
34023 4-5 
23634 4 
45692 3 
61127 4-5 

118767 5 
39159 4 
38479 6 
21824 3 
9418 5 

3 3  



Figura 3 
EFECTO  DE  LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LA LINEA CELULAR  WRL-68 
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Se muestran los valores promedio con su desviación  estándar. 
No hubo diferencias estadísticamente  significativas. 

Se sembraron 1200 células/pozo en DMEM al 10% de SFB durante 5 días. 



Figura 4 
EFECTO DE LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LA LINEA CELULAR HEP 
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Se muestran los valores promedio con su desviación  estándar. 
No hubo diferencias estadísticamente significativas. 

Se sembraron 1200 células/pozo en DMEM al 10% de SFB durante 4 días. 



Figura 5 
EFECTO DE LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LAS  CELULAS T3 
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Se muestran los valores promedio con su desviación estándar. 
No hubo diferencias estadísticamente significativas. 

Se sembraron 1200 células/pozo en DMEM al 10% de SFB durante 4 días. 



Figura 6 
EFECTO DE LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LA LINEA CELULAR 5637 
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Se muestran los valores promedio con su desviación  estándar. 
Las diferencias estadísticamente significativas se señalan con Pe0.05 y PcO.01. 

Se sembraron 1200 células/pozo en RPMl al 10% de SFB durante 4 días. 



Figura 7 
DOSIS-RESPUESTA DE LOS HGFs 

EN LAS CELULAS 5637 
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Se muestran los valores promedio con su desvlaci6n esandar. 
Las concentraciones para todos los factores fueron eshdlsticamente significativas con Pc0.05. 

* Concentraciones 6ptimas. 
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Figura 8 
EFECTO  DE LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LAS CELULAS CaLo 
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Se muestran los valores promedio  con su desviación estándar. 

Las diferencias estadísticamente significativas se seiialan con P<0.05 y P<O.Ol. 
Se sembraron 1200 células/pozo al 1096 de SFB durante 3 días. 



Figura 9 
DOSIS-RESPUESTA DE LOS HGFs 

EN LAS  CELULAS CaLo 
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Se muestran los valores promedio con su desviaci6n estandar. 

Las concentraciones para todos los factores fueron estadistlcamente significativas con P<0.05. 
* Concentracionm 6ptimas. 
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Figura 10 
EFECTO DE LOS HGFs  EN LA PROLIFERACION 

DE EPlTELlOS DE RIÑON DE RATON 
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Se muestran los valores promedio con su desviación estándar. 

Las diferencias estadisticamente significativas se señalan con P ~ 0 . 0 5  y P~0.01.  
Se sembraron 5000 células/pozo en DMEM al 10% de SFB durante 3  días. 



EFECTO DE IL-2 80BRE LA PROLIFERACION DE EPITELIO8 

Debido a que  IL-2  esta  siendo  actualmente  empleada  en  la  terapia 
de  pacientes  con  cancer,  se  consideró  pertinente  evaluar  si  este  HGF 
inducPa  la  proliferación de epitelios  tumorales y normales. Se observ6 
que  IL-2 (100 u/ml)  estimula  fuertemente  la  proliferaci6n  de  las 
células  CaLo y en  menor  proporción  las 5637 con  P<O.O1 (Figura 11) .  
En  las  celulas  normales  de  ratón y en  las  demds  células  tumorales  no 
mostró  inducción.  Para  determinar  la  dosis-respuesta a este  inductor  se 
emplearon  diferentes  concentraciones  de  IL-2.  Para  ambos  tipos 
celulares  se  obtuvo  una  concentración  óptima  de  activación de 10 u/ml, 
aunque  todas  las  concentraciones  mostraron  diferencia  significativa  con 
P<0.05 (Figura 1 2 ) .  

EFECTO DE  LOS  HGF8 SOBRE LA PROLIFERACION DE FIBROBLA8TOS 

Dado  que  en  dos  lineas  de  epitelios se observó  un  efecto 
mitogénico  de  los  HGFs,  se  procedió a evaluar si tambien  pudieran  tener 
actividad  proliferativa  en  otro  tipo  de  células  no-hematopoyéticas.  En 
este  caso se usaron los fibroblastos  de  cervix  normal  humano  FibCer, 
los  fibroblastos  de  pulm6n  de  ratón  L-929 y de  pulm6n  adulto  humano 
CCD-16Lu;  ademas  se  emplearon  fibroblastos  normales  de  pulmón  de  rat6n 
en  cultivos  primarios.  En  todos  los  ensayos  se  agregó un  cultivo  con 
IL-2  como  control  recombinante  negativo  ya  que  no  existen  datos  de  que 
presente algtín  efecto  sobre la proliferación  de  fibroblastos,  asi  como 
EGF y G-CSF  como  controles  positivos  pues  es  conocido  que  inducen  la 
proliferaci6n  en  fibroblastos (11, 1 7 7 ) ,  ademds  de  M-CSF,  GM-CSF e IL- 
3 y un  control  sin  HGFs. 

Todas  las  concentraciones  de los factores  se  describen  en  el 
apartado  de  material y metodos. 

Para  las  celulas  FibCer,  ninguno  de  los  HGFs  mostr6  efecto  sobre 
la  proliferaci6n (Figura 1 3 ) ,  mientras  que  en las celulas L-929, el  G- 
CSF  indujo su proliferaci6n  con  P-cO.05 y M-CSF,  GM-CSF e IL-3 con 
P<O. 05 (Figura 1 4 ) .  Se  evalu6  la  dosis-respuesta  con IL-3, GM-CSF, M- 
CSF y G-CSF a 4 diferentes  concentraciones de  cada  factor, 
encontrhdose que  la IL-3 induce proliferacih tínicamente a la 
concentracien  de 20 ng/ml  con  P<0.05.  Por  otra  parte,  las 
concentraciones  óptimas  para  GM-CSF,  M-CSF y G-CSF,  respectivamente, 
son  de 10, 5 y 2 ng/ml  con P<O. O1 (Figura 15) . En  ambos  tipos 
celulares, el EGF no  resultó  tener  un  efecto  mitogénico. 

En  la  línea  CCD-16Lu  los mds potentes  inductores  de  la 
proliferación  fueron  el  EGF y el  PDGF  con  Pc0.01, y los  menos  potentes 
el  M-CSF,  GM-CSF e IL-3  con  P<O.O5 (Figura 1 6 ) .  

En  fibroblastos  normales de pulmón  de  ratón  el  EGF,  GM-CSF y PDGF, 
fueron  los  inductores más potentes  con  P<O.Ol, y los  factores  más 
débiles  en  su  efecto  fueron  el G-CSF, M-CSF e IL-3  con  Pc0.05 (Figura 
1 7 )  . 
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Figura 11 
EFECTO DE IL-2 EN LA PROLIFERACION 

DE EPlTELlOS  NORMALES Y TUMORALES 
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Se muestran los valores promedio con su desviación estándar. 
Las diferencias  estadísticamente significativas se señalan con Pe0.05 y P<O.Ol .  

Se sembraron 5000 y 1200 células/pozo para epitelios normales y tumorales, respectivamente, en DMEM. 



Figura 12 
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Se muestran los valores promedio con su desviación estándar. 
Todas las  concentraciones para 5637 y CaLo fueron estadísticamente significativas con P ~ 0 . 0 5 .  

* Concentraciones óptimas 



Figura 13 
EFECTO DE LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LAS CELULAS FibCer 
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Se muestran los valores  promedio con su desviacih estandar. 
Las diferencias  estadlsticamente significativas se sefialan  con Pc0.05 y Pc0.01. 

Se sembraron 2500  c6lulas/pozo en DMEM al  10% de SF6 durante 4 dlas. 



Figura 14 
EFECTO DE LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LA LINEA CELULAR L-929 
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Se muestran los valores promedlo con su desviacl6n esandar. 
Los diferencias estadistlcamente significativas se sehalan con P<0.05 y P<O.Ol. 

Se sembraron 1200 c6lulas/pozo en RPMl al 10% de SFB durante 5 dlas. 
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Figura 16 
EFECTO DE LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE LA LINEA CELULAR CCD-16Lu 
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Se muestran los valores  promedio con su desviacih osttindar. 
Las dllerenclas estadisticamente  significativas se ssfiaian con Pe0.05 y Pe0.01. 

SS sembraron 2500 c6iuias/pozo en RPMl al 10% de SF6 durante 5 dlas. 



Figura 17 
EFECTO  DE  LOS HGFs EN LA PROLIFERACION 

DE FIBROBLASTOS DE  PULMON DE RATON 
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Se muestran los valores  promedio con su desvlacl6n  estandar. 
Las dlterencias  estadlstlcamente signlflcatlvas se sefialan  con Pc0.05 y PeO.01. 

Se sembraron 2500 c6lulas/pozo en DMEM al 10% de SFB durante 6 dlas. 



EFECTO DEL PDGF Y G-CSF SOBRE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS 

Datos  obtenidos  en  nuestro  laboratorio,  indican  que  probablemente 
el  efecto  proliferador  que  tiene  el  G-CSF  sobre  fibroblastos  de  pulm6n 
de  rat6n,  no  sea  directo,  sino  que  est6  mediado a traves  del  PDGF,  ya 
que  al  adicionar  aPDGF  (un  anticuerpo  monoclonal  dirigido  contra  PDGF) 
a cultivos  de  fibroblastos  en  donde  se  encontraba  presente  el  G-CSF  se 
abatla  la  proliferacibn.  Por  ello  en  este  trabajo, se cultivaron  todas 
los fibroblastos  con  G-CSF,  PDGF,  G-CSF + PDGF,  G-CSF + aPDGF,  PDGF 
+ aPDGF y con  el  anticuerpo solo con  la  finalidad de  determinar si el 
aPDGF  era  capaz  de  inhibir  la  proliferacidn  inducida  por  el  G-CSF  en 
las  diversas  lineas  de  fibroblastos. 

Cuando  las  células  FibCer  se  cultivaron  con  G-CSF y PDGF  juntos, 
se  observó  un  aumento  en  la  proliferación  con  una  diferencia 
estadisticamente  significativa  de  P<0.05 y mayor a la  obtenida  con  los 
factores  por  separado.  Es de llamar  la  atención  que  el  aPDGF  mostró  ser 
un  potente  mitdgeno  para  este  tipo  de  células  con  P<O. O1 (Figura 1 3 ) .  
Es importante  mencionar  que  en  todos l o s  cultivos  en  donde  se 
encontraba  presente  este  anticuerpo,  se  observó  una  notable  inducción a 
proliferación  celular (Figura 1 3 ) .  

Al igual  que  en  las  cglulas  FibCer,  en L-929 el aPDGF  result6  ser 
uno de los  mit6genos  mas  potentes  con P<O. O1  cuando se utilizb solo 
(Figura 1 4 ) ,  mientras  que  en  fibroblastos  de  pulmdn de rat6n  el  aPDGF 
no  tuvo  efecto  alguno  sobre  la  proliferacidn (Figura 1 7 ) .  

En  la lhea celular  CCD-16Lu se  observ6  un  aumento  en  la 
proliferacidn  cuando  se  adicionaron  G-CSF y aPDGF  juntos con P<O.O5 
(Figura 1 6 ) .  

Es interesante  hacer  notar  que  las  c6lulas  que se vieron 
estimuladas  con  PDGF  no  lo  hicieron  en  presencia  de  aPDGF, y que  en  las 
células  que  no  mostraron  efecto  con  PDGF,  el  aPDGF  result6  ser un 
potente  mitógeno. 

Aunque  en  cada  tipo  celular  se  realizaron  por lo menos  dos  ensayos 
de  manera  independiente,  en  todas  las  figuras se muestra  solamente  al 
m6s  representativo  (con  las  medias y las  desviaciones esthdar), debido 
a que  el  comportamiento  celular  en  presencia  de  los  HGFs  fue  muy 
similar  en  cada  ensayo. No se  presenta  el  promedio de  todos los ensayos 
porque  la  proliferación  celular  obtenida  fue  variable  probablemente 
atribuible a variaciones  normalmente  encontradas  entre un experimento y 
otro. 
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Desde  hace  tres  decadas,  se  han  venido  identificando a los 
factores  de  proliferaci6n  hematopoyeticos  (HGFs),  que  regulan  la 
produccien  de  las  células  sanguineas ( 3 3 ,  3 4 ) .  Mds  recientemente,  se  ha 
descubierto  que  los  HGFs  no  solo  tienen  efectos  sobre  las  celulas 
hematopoybticas,  sino  que  tienen  actividad  sobre  células de otro  origen 
(105 ,   106)  . Existen  datos  que  demuestran  que  algunos  HGFs  inducen la 
proliferaci6n  de  una  variedad  de  tipos  celulares  no-hematopoy6ticos, 
incluyendo  celulas  tumorales (10,   104)  , y tambien  se  ha  demostrado  la 
presencia de receptores  para  varios  HGFs  (IL-3,  M-CSF,  G-CSF,  GM-CSF) 
sobre  estas  cblulas  malignas (152). Algunos de  estos  HGFs  (por  ejemplo 
IL-3)  pueden  ser  producidos  por  células  tumorales e influir  en  la 
proliferación  celular,  por  mecanismos  autócrinos o pardcrinos (178 ,  
1 7 9 ) .  

Los resultados  aqui  presentados  indican  que  en  efecto,  algunos 
HGFs  son  capaces de inducir  proliferación en células  no- 
hematopoyeticas.  Se  observó,  que  el  G-CSF,  M-CSF,  GM-CSF y la  IL-3  son 
potentes  mitegenos  para  las  células  de  tipo  epitelial  tumoral 5637 y 
CaLo. Ambos tipos  celulares  responden a concentraciones  diferentes  de 
los  HGFs, a excepci6n  de  la  IL-3 y el  M-CSF,  en  donde  las 
concentraciones  óptimas  fueron  las  mismas.  Sin  embargo,  este  efecto  no 
fue  observado  en  otras  celulas  tumorales  estudiadas  como  el  carcinoma 
cervico-uterino  T3,  el  carcinoma  de  laringe  HEP, y la lhea de 
epitelios  de  higado  WRL-68.  Esto  se  puede  explicar  probablemente a que 
algunas lheas de epitelios  tumorales,  tienen  un  requerimiento  reducido 
para  factores  de  crecimiento  exógenos ( 1 8 0 ) ,  consistente  con  su 
reducida  dependencia  para  andrógenos y factores  estromales  para su 
proliferación,  por  lo  que  al  agregar  los  HGFs  sobre  estas  células, 
posiblemente  no  muestran  efecto  alguno  sobre su proliferación.  Sin 
embargo,  existen  datos  que  indican  que  los  factores  producidos  por  las 
células  estromales,  son  importantes  en  la  regulación  de  la 
proliferacien,  diferenciación,  matdstasis e invasi6n de  algunas  cglulas 
cancerosas ( 1 1 5 ) .  Es  posible  que  en  nuestros  ensayos  las  células 5637 y 
CaLo  hayan  respondido  al  estimulo  proliferador  de  todos  los  HGFs, 
debido a la  presencia  de  receptores  de  membrana  para  todos  ellos.  Por 
ejemplo  para  el  M-CSF,  se  ha  sugerido  que  su  acumulacidn  intracelular, 
así  como  la  acumulación de M-CSF  enlazado a la  superficie  celular, 
pueden  estar  involucrados  en  la  respuesta  mitogénica ( 1 8 1 ) .  
Seria  conveniente  como  una  continuación  de  este  trabajo,  determinar si 
en  las  células  responsivas a los  HGFs,  existen  receptores  para  ellos, y 
tratar  de  inocular  éstas  células  tumorales  en  ratones  para  inducir 
tumores, y poder as€ determinar  su  capacidad  metast6sica in vivo. 
También  sería  de  importancia  realizar  dosis-respuesta  para  cada  uno  de 
los  factores  en  todas  las  células  utilizadas,  puesto  que  es  posible  que 
requieran  de  concentraciones  mayores a las  empleadas  en los ensayos 
experimentales  para  proliferar, y por  ello  no se haya  observado efecto. 

Por  otro  lado,  también se observó  aumento  en  la  proliferación  de 
epitelios  normales  de  riñón  de  ratón  en  cultivos  primarios,  en 
presencia de los  HGFs.  Estos  datos  enriquecen  el  conocimiento  de  que 
los  HGFs,  no sólo ejercen  efectos  sobre  células  no-hematopoyéticas 
tumorales,  sino  también  sobre  cQlulas  normales. 
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EI EGF, conocido como un  factor que estimula  mitogenesis en 
diversos epitelios y fibroblastos  (177),  no  indujo  proliferación  en 
ninguno de los  epitelios  tumorales  utilizados, mientras que  como era  de 
esperarse, en las  células  normales de ratón resultó ser un potente 
mitógeno.  Es  probable que las  células  tumorales (por su transformación) 
no  posean el receptor  para EGF, o que produzcan constitutivamente el 
factor y no respondan  a  una  adición  ex6gena del mismo, o que no 
requieran de la presencia de este  factor  para  proliferar. 

En este trabajo se observó que la  IL-2 induce  la  proliferación  de 
las células 5637  y  CaLo,  pero  no tuvo efecto sobre las células normales 
de ratón,  ni en los  demds  epitelios  utilizados. Es conocido que la 
interleucina-2  recombinante  (rIL-2), tiene efectos sobre células no- 
hematopoyeticas, es mas,  la  presencia de péptidos que se enlazan a  IL- 
2 fue recientemente  reportada  sobre  fibroblastos humanos de recidn 
nacido  y sarcomas (182) ; y  aun mas recientemente,  ha sido demostrado 
que los receptores para  IL-2 (IL-~Rs), son expresados sobre lineas 
celulares de carcinomas de cabeza y cuello, sobre tejidos  de biopsia  de 
tumores frescos de los  mismos  carcinomas  y  en queratinocitos normales 
humanos (183).  También hay evidencias  aunque  preliminares,  que 
tumores de mama y melanomas  humanos  pueden  expresar receptores de 
superficie para  IL-2  (182,  184).  Tal  parece que las células tumorales 
5637  y CaLo al  responder  al  estimulo de la IL-2 pudieran expresar 
receptores para  este  factor.  Seria  en  consecuencia  pertinente  el 
evaluar  la  presencia de este tipo de receptor en nuestras lineas 
celulares para  determinar si existe  una  relacien entre su expresión  y 
la capacidad  inductora de la  IL-2. 

Teniendo en cuenta  estos  resultados  y  los obtenidos por Weidmann 
et al  (183) , que demostraron que los IL-2Rs de afinidad  intermedia  y 
alta, son expresados  sobre  células de carcinomas escamosos de cabeza  y 
cuello y que estos receptores  son  funcionales,  ya que la  adición 
exógena de IL-2  a  estos  cultivos  produce  inhibición del crecimiento; y 
por  Otra  parte,  los  resultados  obtenidos  por  Paciotti y Tamarkin (184), 
que observaron  inhibición de la proliferación de celulas tumorales de 
mama humanas dependientes de carcinomas de cabeza y  cuello 
humanos, se puede  concluir que la expresión  del  receptor  para I L - ~  se 
presenta en epitelios  malignos y normales, que no se expresa de igual 
manera en todos ellos, y que probablemente se encuentra en diferente 
proporci6n la cadena  beta o alfa  del  receptor  para  IL-2; por ello,  es 
posible que en unas células se observe  efecto en la proliferación Y 
otras no. Es también probable  que  en  las  células en donde no se observó 
efecto mitogénico con IL-2,  exista  un  mayor nlímero de receptores  de 
afinidad  intermedia  (cadena  beta),  que  estén  directamente  involucrados 
en  la señal de transducción de IL-2, ya que es conocido que en ciertas 
Células,  por  ejemplo la linea de cé1ulas-T  (MT-1) transfectada con cDNA 
que codifica  para la cadena  beta de IL-2R, se observa  una  señal  que 
inhibe la proliferación  (185). 

Es conocido que en  la  aplicación  terapéutica de IL-2 a  pacientes 
con tumores sólidos,  existe  una  respuesta  muy  heterogénea a SU 
administración  en la regresión  tumoral. Es posible que  tales respuestas 
puedan ser atribuidas,  al  menos  en  parte,  a  un  efecto directo de I L - ~  
sobre tumores  que expresen  IL-2Rs de afinidad  alta o intermedia, 0 a  un 
efecto nulo por  escasez de IL-2Rs. Con,todos estos  antecedentes,  es 
importante tener en  Cuenta  que  en  cada  paciente con cdncer avanzado,  al 
cual se le  administre IL-2 como  inmunoterapia, o algún otro factor  de 
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crecimiento  para  reducir  la  mielosupresión  causada  por  la  quimioterapia 
y radioterapia a la  que  son  sometidos  los  pacientes, se deben  realizar 
estudios in vitro e in vivo del  efecto  que  pudieran  tener  estos  HGFs 
sobre  la  proliferación  de  las  celulas  epiteliales  tumorales.  En 
consecuencia  habria  que  tomar  en  cuenta  que  la  estimulaci6n  de  la 
proliferacibn de celulas  tumorales  por  HGFs  podria  ser  utilizada  con  la 
finalidad de contribuxr a aumentar  la  sensibilidad  del  tumor a una 
terapia  citot6xica (186).  

Al  igual  que  en  las  lineas  de  epitelios  se  observó  efecto  sobre  la 
inducci6n a la  proliferaci6n  con  algunos  factores  hematopoyGticos,  en 
algunos  fibroblastos,  tambien  se  observ6  proliferaci6n.  Las  cglulas mds 
responsivas  al  estimulo  de los HGFs  fueron los fibroblastos de pulm6n 
de  rat6n,  las  celulas  CCD-16Lu y L-929, que en general  proliferaron en 
presencia de  todos  los  HGFs. Es probable  que  por su origen comtín 
(fibroblastos  de  pulm6n  de  ratbn)  hayan  tenido  respuestas  similares 
ante los HGFs y que  poseen  receptores  para  ellos.  Por  otra  parte, se 
observ6  que  el  PDGF y el  EGF  los  cuales  son  conocidos  como  fuertes 
mit6genos  para  fibroblastos (177,   187) ,  en las  celulas  analizadas  solo 
mostraron  efecto  en  los  fibroblastos  de  pulmón  de  ratón  en  cultivos 
primarios y en  las  células  CCD-l6Lu,  mientras  que  en  las  demds  células 
fibrobldsticas  no.  Esto  demuestra  que  aunque  todas  las  células  sean 
f ibroblastos,  no  todas  responden a los mismos  factores y que  existen 
variaciones  de  celula a celula. Es posible  que  las  celulas no 
responsivas  estén  secretando  el  factor y no  respondan a una  adici6n 
ex6gena  del  mismo, o que  la  unión  del  factor  con su  receptor  resulte  en 
el  desencadenamiento  de  una  sena1  negativa o positiva  para la 
proliferaci6n en forma  andloga  como  sucede en la  interacci6n  IL-2-IL-2R 
( 1 8 3 ) .  

Un  dato  importante e inesperado  consisti6 en  que  el  anticuerpo 
monoclonal  dirigido  contra  el  PDGF  (aPDGF),  fue  un  potente  proliferador 
para  FibCer y un  proliferador  moderado  para  L-929 y CCD-l6Lu,  mientras 
que  para  los  fibroblastos  de  pulmón de ratón  no  mostró  efecto  alguno. 
Aunque  no  es  común  encontrar  propiedades  inductoras  para  la 
proliferación  en los anticuerpos  monoclonales  dirigidos  contra  factores 
proliferadores,  se  tienen  ciertas  evidencias  obtenidas  por  nuestro 
grupo de trabajo,  que  demuestran  efectos  mitogénicos  para  algunos 
antiCUerpOS  monoclonales  dirigidos  contra  algunos  HGFs  (datos  no 
publicados). Es importante  hacer  notar  que  en  las  células  en  donde  el 
aPDGF  resultó  un  poderosos  mitógeno  (L-929 y FibCer),  el  PDGF  no  tuvo 
efecto  alguno y viceversa.  Esto  se  podria  explicar  mediante  dos 
posibles  hip6tesis:  la  primera  es  que  las  células  produzcan  gran 
cantidad de PDGF como  una  manera  de  regular su proliferación 
autócrinamente,  de  tal  manera  que  sobrerregulen  su  proliferaci6n Y por 
tanto  al  agregarles  este  factor  de  manera  exógena,  por  un  lado no 
respondan a SU estímulo proliferative, y por  otro  que  al  adicionarles 
el  anticuerpo  se  bloqueé  este  exceso de PDGF (secretado  por  las 
Células) y se desencadene  un  proceso  de  proliferación.  Está  documentado 
que 10s fibroblastos  son  una  fuente  importante  en  la  producci6n  de  PDGF 
(188) , pero  no se  sabe  si  todos  los  tipos  de f ibroblastos son capaces 
de  secretar  este  factor,  siendo  esta  una  posibilidad  por  la  cual 
encontramos  una  respuesta  heterogénea  en  las  células  utilizadas  en  este 
trabajo.  En  la  segunda  hipótesis  postulamos,  que  la  unión  del 
anticuerpo  con  el  receptor  de  PDGF,  pueda  activar a las  células y 
hacerlas m& responsivas a otros  factores de  crecimiento  (como  una 
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manera de mantener su proliferación),  por  lo que el efecto mitogenic0 
del aPDGF no sea directo, sino indirecto a traves de la activacien de 
receptores para otros HGFs.  Consideramos asimismo que otra  posible 
explicaci6n para  las cQlulas que no responden al PDGF, se relacione 
con el hecho de estar contaminadas con algdn virus como el virus del 
sarcoma de simio, ya que es conocido que este tipo  de células alteran 
su respuesta normal a estimulos  externos y que por ello no respondan a 
la adici6n ex6gena de PDGF utilizado.  Es conocido que la secuencia de 
amino6cidos de la cadena B del  PDGF, es casi idéntica al producto 
maduro del oncogene sis del  virus de sarcoma de simio. Esto sugiere 
que las células transformadas por  el  virus a través  de un mecanismo 
autbcrino, producen un factor  de proliferaci6n el cual estimula 
receptores de la misma  célula.  En  adici6n con este mecanismo, la 
infección por  el virus simula  el  efecto  de  la adición continua de  PDGF 
(189). Seria de gran interes  determinar si realmente las células 
fibrobl6sticas estan  produciendo  PDGF y por  ello  una adición exógena no 
causa efecto, para  ello  seria  necesario  realizar dosis-respuesta con el 
aPDGF  para evaluar si el  PDGF se encuentra  en exceso y sea este el 
causante del efecto sobrerregulador; y por  otro  lado, determinar de ser 
posible la presencia  del  virus  de  sarcoma  de simio en los fibroblastos 
empleados'para descartar esta  posibilidad. 

Uno de nuestros objetivos consisti6 en determinar si la inducci6n 
a la proliferaci6n de f ibroblastos  por  G-CSF  estaba mediada por  PDGF, 
ya que en resultados previos  obtenidos  por nuestro grupo de trabajo se 
encontr6 que el  aPDGF  inhibIa la inducci6n de este HGF. Sin embargo en 
este trabajo no se encontrtj inhibici6n a la inducci6n de G-CSF  por el 
aPDGF en  ninguna de las  lineas celulares utilizadas.  En  consecuencia 
podemos considerar que si  existiera  algun tipo de regulación de G-CSF 
por PDGF, &Sta no se presenta  para todo tipo de fibroblastos. 

Por tiltimo se considera  importante  evaluar  en un mayor ndmero de 
C&lUlaS tumorales el  efecto  inductor que pudieran tener los HGFs, ya 
que muchos de estos son aplicados a nivel clinic0 en  pacientes 
oncológicos para recuperar su cuenta  leucocitaria, pero es obvio que si 
existiera una  inducción a la proliferación  de  las células tumorales, 
éSta seria contraproducente. 
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B P E N D I C E  I 

Regresib lineal 

Las  curvas patrdn obtenidas con nheros celulares  conocidos para 
todas  las  cglulas utilizadas, fueron calibradas mediante una regresi6n 
lineal de acuerdo  a la ecuacidn de la  recta: 

y = A + B x  

en donde  los  valores  de absorbancia obtenidos corresponden  a y ,  y los 
n6meros  celulares  a x. Por otra  parte se determind el  coeficiente de 
correlaci6n (r) que en teoria debe  ser  de 1, el valor de la constante A 
y el  coeficiente  de regresidn (B) (176) . 

Las  fdrmulas para  calcular A, B y r, son  las siguientes: 

Tiempo de Doblaje 

Las  cineticas  de proliferación  de  las células  utilizadas fueron 
calibradas mediante un analisis de  regresidn exponencial o 
semilogaritmica, aplicado en  la fase de proliferacien exponencial de 
todas  las cglulas, para  conocer  su tiempo de  doblaje. 

En el crecimiento exponencial, que  es de tipo exponencial, se 
propone una ecuaci6n de regresi6n de la  forma: 

y = c d x  

Como sugiere el nombre  exponencial, la variable independiente x 
aparece en el exponente. 
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La ecuacidn  de regrasi6n exponencial puede transformarse en  la 
siguiente ecuaci6n: 

si: 
log y = log c + x log d 
l o g c = a  y l o g d = b  

entonces sustituyendo en  la ecuaci6n queda: 

log y = a + bx 

que es una ecuaci6n lineal  en log y y x, la cual  es una  función 
semilogarltmica,  de manera que si se llevan los  puntos  a papel 
semilogaritmico se obtiene una  recta (176). 

Para la deteminaci6n del tiempo de doblaje, se  toman 2 puntos de 
la llnea recta obtenida en papel semilogaritmico, en donde  el segundo 
punto  corresponde al doble de la densidad celular del primero, y se 
determinan los tiempos correspondientes, los cuales se restan, 
obteniendose asi los  tiempos  de doblaje. 

A P  TI 

Preparaci6n del cristal  violeta 

La soluci6n  de cristal violeta se prepara al O. 1% en una solución 
amortiguadora de dcido f6rmico 200 mM pH 6, la cual  consiste  en agregar 
3.96 g  de  NaOH y 4.28 m1  de dcido f6rmico aforados a 500 m1 con agua 
bidestilada.  Una vez preparada la soluci6n de  cristal violeta es 
filtrada y posteriormente usada (173). 

Coefioiente de Variacien 

El coeficiente de variación  relaciona la desviación y la media de 
los datos obtenidos mediante la siguiente fórmula: 

cv = (S/i7) x 100 
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en donde CV = coeficiente de  variaci6n; S = desviación estandar o raiz 
cuadrada positiva de la varianza y = media. 

Es recomendable que el  coeficiente de variación no sea mayor al 
10%  (177) . 

Prueba de t de Student 

La prueba de t fue dada a conocer  en 1908 por S. Gosset, en  un 
articulo publicado en  la revista Biometrika con el seudónimo de 
Student. Se desarrolló como una  relación  entre series de medias de 
muestras y la media de la población  de la que se tomaron las muestras. 
8tStudenttt demostr6 que las  Areas  bajo  la  curva de distribución son 
inconsistentes con el de la curva  normal cuando el tamaRo  de la  muestra 
varia. 

Por medio de la prueba  de t se comparan las medias y las 
desviaciones entre 2 grupos de datos y se determina si las diferencias 
existentes entre ambos son estadhticamente significativas. Los casos 
fundamentales en los que se aplica  esta  prueba son dos: 

a) Comparacibn entre la media de una  muestra (2) y la media de una 
poblaci6n (p) para  saber si la muestra fue extraida de esa 
población. 

b) Comparación entre  las  medias  de dos muestras A y B ( ' i ~ ,  
X B )  para saber si ambas provienen  de la misma  población. .-. 

Hay cierto nfimero de fórmulas con las que puede obtenerse t; la 

Para este trabajo se utilizb la siguiente fórmula: 
elección depende del caso de que se trate. 

\I """"" 
N 

en la que z1= media de la  muestra 1; x2= media  de la p.-uestra 2; N= 
tamafio de la muestra; S12= varianza  de la muestra 1 y S2 - varianza  de 
la muestra 2. 

Es evidente que mientras mayor  sea la diferencia entre las medias 
(:I - Ea) mayor ser6 el  valor  de t.  'Sin embargo, puede hacerse un  uso 
más riguroso del valor de t obtenido utilizando una tabla de 
distribución de t (175) . Si la P obtenida es muy  baja, representa la 
probabilidad  de que la diferencia  entre  las muestras consideradas sea 
debida al azar.  Si  la  diferencia  no se debe al azar, o solo en 
proporción muy  baja (menor de un décimo  por ciento) entonces es 
motivada  por otros factores. 

En los datos presentados en la literatura, se puede indicar  que la 
diferencia es g*significativavt , Itno signif icativaIv o "muy 
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significativa".  En la siguiente  tabla, se da una  idea  clara de cómo se 
hace  la relación entre P y la significación  en la tabla de distribución 
de t (175). 

Valores de P 
0.90-0.05 0.05-0.01 0.01-0.001 

Conclusión  acerca No MUY 
de la diferencia  significativa  Significativa  significativa 
encontrada 

En este trabajo se tomó  una  diferencia  significativa y muy 
significativa, con un  valor de P<0.05 y P<O.Ol respectivamente. 
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