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Resumen

El conocimiento de las interacciones que se llevan a cabo en-
tre los precursores y progenitores sanguineos con los com-
ponentes estromales y los factores solubles en la médula ésea
(MO), ha sido la base para estudiar la existencia de anormali-
dades especificas en el microambiente hematopoyético. En
neoplasias hematoldgicas como el linfoma no Hodgkin (LNH)
se desconoce si existen anormalidades en cuanto a la produc-
cién de citocinas en la MO vy si éstas pueden afectar el desa-
rrollo de los progenitores linfoides predisponiéndolos a la
neoplasia. Mediante el empleo de retrotranscripcién y la re-
accion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se estudié la ex-
presién de citocinas supresoras de la hematopoyesis como
interleucina- 10 (IL-10), factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
e interferon y (IFN-y) en aspirados de MO de 20 pacientes
con LNH sin tratamiento previo. El grupo testigo incluyé 19
individuos clinicamente sanos pertenecientes al programa de
trasplante de MO. También se determind la expresién de TGF-
Ben |5 pacientes y |5 testigos mediante la misma técnica. La

Summary

The study of bone marrow in hematology has made possible
the interaction’s analysis of precursor and progenitors cells
with stromal components and soluble factors. It has been
useful to understood the existence of specific abnormalities
in the hematopoietic microenvironment. In hematological
malignancies like non-Hodgkin’s lymphoma different ab-
normalities in the cytokine production may occur in the bone
marrow affecting the development of lymphoid progenitors,
however no previous studies about their relevance in ma-
lignancy have been made. Twenty patients with non-Hodgkin’s
lymphoma and nineteen healthy controls were studied. None
of them received treatment. IL-10, TNF-a, IFN vy, and TGF-
(3 that have showed hematopoietic inhibitory function were
studied in bone marrow using RT-PCR. After RNA separation
by the guanidine-thiocyanate method we obtained cDNA by
the reverse transcriptase reaction. For PCR amplification, taq
DNA polimerase, specific oligonucleotides and the control 3-
actin were used. The non-Hodgkin’s lymphoma group
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extraccién de ARN se realizé con el método de isotiocianato
de guanidina y el ADNc fue obtenido por retrotranscripcion.
La amplificacion por PCR se realizé con Taq ADN-polimerasa
y oligonucleétidos especificos para cada citocina y -actina
empleada como testigo interno de la sintesis de ADNc. El
andlisis estadistico se realizé mediante la prueba exacta de
Fisher. Se encontré una disminucién en la expresion de TNF-
o (p=0.001)y TGF-3 (p= 0.001) en LNH comparado con el
grupo testigo. En cambio, no se observé una diferencia signi-
ficativa en la presencia de IL-10 e IFN-y entre ambos grupos.
Los resultados obtenidos sugieren una expresién anormal de
citocinas inhibitorias en la MO, lo que podria conducir a: I)
defectos en la diferenciacién y desarrollo anormal de las célu-
las progenitoras, 2) un desbalance de los mecanismos
hematopoyéticos que regulan el crecimiento celular y 3) es-
cape de las células anormales a la apoptosis, favoreciendo la
transformacién neoplasica de las células linfoides y sus proge-
nitores en linfoma no Hodgkin.

Introduccion

EI proceso de generacion de las células sangui-
neas se conoce como hematopoyesis (hemato:
sangre, poiesis: formacién). En el humano adulto,
este fenémeno tiene lugar en la médula 6sea (MO)
de los huesos planos y se inicia a nivel unicelular
con la autoduplicacién de la célula madre, seguida
de diferenciacién, maduracién y finalmente la pro-
duccién de elementos sanguineos formes. '

Para que la hematopoyesis se lleve a cabo de
manera efectiva es necesario que exista la accién
reciproca entre células madre y el estroma que
constituye el microambiente inductivo hemato-
poyético (MIH).

El MIH es un complejo heterogéneo de células
y sus respectivos productos que mantiene y re-
gula el crecimiento de la célula totipotencial
hematopoyética (CTH). Esta constituido por
fibroblastos, células reticulares, células en-
doteliales y macréfagos, fibras de reticulina,
colagena (tipos |, lll, IV y VI), laminina, fibronectina
y proteoglicanos. Las células accesorias maduras
como NK (natural killer), monocitos y linfocitos

showed a negative expression of TNF-a (p= 0.001) and
TGF-B (p= 0.001) (Fisher’s test). We did not observe sig-
nificant differences in the expression of IL-10 and IFN-y
between both groups. These results suggest an abnormal
expression of inhibitory cytokines in the bone marrow’s
patients with non-Hodgkin’s lymphoma, which may conduce
to: |) Defects in the differentiation and development of
progenitor cells, 2) Unbalanced of the hematopoietic
mechanisms which regulate the cellular growth, and 3) Avoid
of apoptosis that may affect the hematopoietic function.

participan en la formacion del MIH al secretar
citocinas y factores de crecimiento, ademas de
mantener interacciones célula-célula con los pre-
cursores en desarrollo.'3

Las citocinas son un grupo diverso de proteinas
intracelulares de senalizacion que regulan no sélo
las respuestas inmunitarias e inflamatorias locales
y sistémicas, sino también la hematopoyesis. Su
presencia en el microambiente de la MO es de vi-
tal importancia ya que participan como un meca-
nismo que controla los procesos de diferenciacién,
maduracién, sobrevivencia y proliferacién de las
células madre y su progenie.*® El estroma partici-
pa activamente en la regulacién de la hema-
topoyesis estable® al producir varias citocinas en
bajas concentraciones, como el factor estimulan-
tes de colonias (CSF) de macréfagos (M-CSF), CSF
de granulocitos (G-CSF), CSF-de granulocitos,
monocitos (GM-CSF), factor transformante de
crecimiento-beta (TGF-p), factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-a), TNF-, interleucina (IL)-1B
(IL-1p, IL-4, IL-6, IL-7,6 IL-I1, IL-158 e IL-17.°
Citocinas como IL-la, IL-2, IL-5, IL-9, IL-12 e
interferén-gamma (IFN-y)® parecen no estar pre-
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sentes de forma constitutiva y forman parte de la
regulacién autocrina o paracrina de la hema-
topoyesis inducible, siendo expresados como res-
puesta a un estimulo especifico.®'? Otras llegan a
la MO a través de la sangre arterial y provienen de
células maduras (como linfocitos, monocitos y NK)
que han sido activadas en otros tejidos.'*!!-!4

Se ha propuesto que diversos factores inhi-
bidores pueden suprimir selectivamente la proli-
feracion de las células hematopoyéticas e inducir
la muerte celular por apoptosis.'*'¢ Algunos re-
guladores como el TNF-q, IFN-yy TGF-B pueden
bloquear el ciclo celular de los progenitores pri-
mitivos'’ y el crecimiento de algunas unidades
formadoras de colonias (UFC) como la de granu-
locitos-monocitos (UFC-GM), la de granulocitos
(UFC-G), la UFC de granulocitos-eritrocitos-
monocitos-megacariocitos (UFC-GEMM), la de
megacariocitos (UFC-Meg), la de brotes eri-
troides (UFC-BE), la de linfocitos B (UFC-LB) y
la de linfocitos T (UFC-LT), asi como la sintesis
de factores estimulantes.

El conocimiento de las complejas interacciones
que se llevan a cabo entre los precursores y proge-
nitores sanguineos con los componentes estromales
y los factores solubles en la MO, ha sido la base para
estudiar la posible existencia de anormalidades es-
pecificas en el microambiente hematopoyético, par-
ticularmente en neoplasias sanguineas como las
leucemias y los mielomas. Los investigadores sefa-
lan que el efecto neto de un elevado indice de
sobrevivencia y autorrenovacién de las células
neoplasicas puede estar relacionado con un incre-
mento en la produccién de factores estimulantes,
una disminucion en la produccién de factores
inhibidores o una combinacién de ambos.'®

Sin embargo, en otras neoplasias poco estudia-
das como el LNH, que afecta principalmente a las
células linfoides B y T,'° se desconoce la existencia
de alteraciones en la produccién de citocinas en
MO 'y si éstas afectan el desarrollo temprano de
los progenitores linfoides predisponiéndolos a la
neoplasia.

En los pacientes con LNH puede existir cam-
bios en la expresién de citocinas en la MO en com-
paracién con individuos sanos, lo que podria estar
relacionado con una alteracién en los mecanismos
de regulacién hematopoyética.

Con la finalidad de conocer cémo es la expre-
sion de algunas citocinas, especialmente inhibitorias
(IL-10, TNF-qa, IFN-y y TGF-g), en la MO de pa-
cientes con LNH en comparacién con individuos
sanos se realizé el presente trabajo. Los resulta-
dos pueden contribuir a la comprensién de algu-
nos de los mecanismos que podrian estar in-
volucrados en la patogenia de esta enfermedad y
apoyar otros estudios en el campo de las neoplasias
sanguineas.

Material y métodos
Para el estudio se incluyeron los siguientes grupos:

Grupo A: 20 pacientes (10 mujeresy 10 hombres),
seleccionados por el hematdlogo, con diagndstico
oncolégico definitivo de LNH correspondientes a
cualquiera de sus diferentes tipos, sin tratamiento
previo (quimioterapia o radioterapia). La edad oscilé
entre los 17 y los 85 afios con un promedio de 53.5
afos, su diagndstico se confirmé mediante estudios
clinicos, de laboratorio y gabinete.

Grupo B (grupo testigo): 19 individuos clini-
camente sanos pertenecientes al programa de tras-
plante de MO, quienes no recibieron factores
estimuladores de colonias (GM-CSF, G-CSF) antes
del aspirado. La edad oscil6 entre 27 y 66 afios.

Tanto a los pacientes con LNH como a los indi-
viduos sanos se les solicité su consentimiento para
la donacién de las muestras de médula ésea y su
inclusién en el protocolo, siguiendo los lineamientos
de la declaracién de Helsinki.?

Todas las muestras de MO fueron obtenidas por
aspiracion de la cresta iliaca posterior y colocadas
en tubos estériles con heparina (5Ul/mL). Los
eritrocitos fueron eliminados con solucién hipo-
toénica de cloruro de amonio (solucién de lisis)
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0.15My las células totales fueron lavadas 2 veces
con solucién amortiguadora de fosfatos con albu-
mina al 0.5% (PAB) estéril y una vez con solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril.

La extraccion de ARN se realizé mediante el
método de isotiocianato de guanidina,?'*> emplean-
do el reactivo de Trizol*?* (GIBCO-BRL). Para ello
se adicioné | mL de Trizol por cada | X 10° célu-
las, se homogeneizé e incubé 5 minutos a tem-
peratura ambiente. Por cada mL de Trizol se adi-
cionaron 0.2 mL de cloroformo. Se agité e incu-
bé a temperatura ambiente por 10 minutos. Se
centrifugd a 12 000 rpm a 4°C durante |5 minu-
tos. El ARN se recuperé de la fase acuosa y se
precipité adicionando un volumen de isopropanol
e incubando a 4°C durante |5 minutos. Se
centrifugd a 12 000 rpm a 4°C durante |0 minu-
tos. El ARN precipitado fue lavado con etanol al
75% (v/v), enfriado previamente a 4°C y
centrifugado a 12 000 rpm a 4°C durante 10 mi-
nutos. El sobrenadante se retiré y el botén se secé
con un sistema de condensacién (SAVANT). El
pellet fue diluido en 20 pL de agua tratada con
dietilpirocarbonato estéril (agua-DEPC) y se in-
cubd a 55°C por |10 minutos para linearizar el
ARN. Para cuantificar la concentracién del ARN
total se utilizé un equipo comercial (GENE
QUANT, Pharmacia). Se procedié a verificar la
integridad del ARN constitutivo (subunidades |8s
y 28s) a través de un gel de agarosa al 1% (p/v).

El ADNc fue sintetizado a partir del ARN ex-
traido mediante un procedimiento con transcrip-
tasa reversa 2! utilizandose 5 pg de ARN total, 0.5
g de oligo (dT) (GIBCO-BRL) y agua-DEPC esté-
ril cbp 12 pL. Se incubé a 70°C durante 10 minu-
tos y se colocéd inmediatamente en hielo. Después
se adicionaron amortiguador de reaccion | X [Tris-
HCI 250 mM, (pH 8.3), KCI 375 mM, MgCl, 15
mM] (GIBCO-BRL), DTT 0.0l M (GIBCO-BRL) y
dNTP 0.5 mM. Todo lo anterior a concentracién
final en un volumen total de 20 pL. Se incubé a
42°C por 2 minutos. Se agregaron 200 unidades
(V) de la enzima transcriptasa inversa Super Script

I1 (200 U/pL) (GIBCO-BRL). Se mezclé brevemen-
te y se incubé a 42°C durante 50 minutos. Se
inactivé la enzima, incubando la mezcla a 70°C du-
rante |5 minutos. Una vez obtenido el ADNc, el
ARN restante se eliminé con | U de ARNsa H
(GIBCO-BRL) y se incubé a 37°C durante 20 mi-
nutos. El ADNc sintetizado se almacené a -70°C
hasta su empleo.

Se realizé la determinacion de las citocinas IL-
10, TNF-a, INF-yy TGF-B y el gen constitutivo de
[-actina empleado como testigo interno de la sin-
tesis del ADNc.?' Para ello se mezclaron los siguien-
tes reactivos: amortiguador de PCR | X [Tris-HCI
200 mM (pH 8.4), KCI 500 mM] (GIBCO-BRL),
MgCl, 1.5 mM (GIBCO-BRL), dNTP 0.2 mM
(GIBCO-BRL), oligonucléotidos sentido y anti-
sentido especificos para cada una de las citocinas y
[-actina, ambos a una concentracién de 3 mM, 2
ML de ADNc blanco, 0.6 U de Taq ADN polimerasa
(GIBCO-BRL); todo lo anterior a concentracion
final, asi como agua-DEPC estéril cbp 25 pL. Una
vez mezclado se adicionaron 25 L de aceite mi-
neral (SIGMA). La reaccién de amplificacién se lle-
vé a cabo en un termociclador programado de
acuerdo a la siguiente férmula:

Tm(°C)=2(T+A)+4(G+T).

Cada experimento incluyé testigos positivo
(PCR con ADNc de cada citocina) y negativo
(reactivos de PCR sin ADNc).

Los resultados negativos fueron confirmados
incrementando los pasos de amplificacién a 40 y
60 ciclos de PCR.

Para valorar la presencia del fragmento amplifica-
do se realizé un gel de acrilamida al 16%, empleando
como referencia marcadores de peso molecular (100
pb, 0.1 pg/pL, GIBCO-BRL). El corrimiento se llevé
a cabo con amortiguador de Tris-Boratos-EDTA |1 X
(TBE 1X) a pH de 8.0, manteniendo un voltaje cons-
tante de 100 volts durante 2 horas, en una camara
vertical. Una vez transcurrido el tiempo, la presencia
de bandas se manifesté mediante tinciéon con sales
de plata. El gel fue analizado con un programa de
computadora (Kodak).
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Cuadro |. Secuencia de los oligonucleétidos especificos para citocinas y -actina.
Citocinas y 3—actina Secuencia sentido Secuencia antisentido Producto (pb)
IL-10 S’AAATTTGGTTCTAGGCCGGG3’ 5’GAGTACAGGGGCATGATATC3’ 264
TNF-a 5’ACAAGCCTGTAGCCCATGTT3’ 5’AAAGTAGACCTGCCCAGACT3’ 427
IFN-y 5’GCAGAGCCAAATTGTCTCCT3’ 5S’ATGCTCTTCGACCTCGAAACS’ 290
TGF- 5’CCAGTGGACATCAACGGGTT3’ 5’GCAGGAGCGCACGATCATGT3’ 465
-actina 5’GGTCTCAAACATGATCTGGG3’ 5’GGGTCAGAAGGATTCCTATG3’ 310

pb: pares de bases

Las secuencias de los oligonucléotidos utiliza-
dos en el RT-PCR y el tamafo del producto de
amplificacién se presentan en el cuadro |.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en
cuanto a la presencia de citocinas se realizé mediante
la prueba exacta de Fisher”® tomando en cuenta un
a igual o menor a 0.05 como valor significativo.

Resultados

Se determiné de manera cualitativa, mediante la
técnica de RT-PCR, la expresién de IL-10, TNF-a,
IFN-yy TGF- en células totales de MO.

Los resultados de las citocinas fueron obteni-
dos usando un estandar de 35 ciclos de PCR. Los
resultados negativos fueron confirmados median-
te 40 y 60 ciclos de amplificacién por PCR.

Todas las muestras sometidas al estudio, tanto
del grupo A como del grupo B fueron positivas para
B-actina, lo cual nos permitié comprobar que la ex-
traccion del ARN y la sintesis de ADNc fue adecuada.

Los resultados de la expresién individual de cada
una de las citocinas en los pacientes con LNH se
muestran en el cuadro Il, asi como los resultados
obtenidos en los testigos.

Al realizar el analisis comparativo de la expre-
sién individual de cada una de las citocinas entre
los grupos Ay B se encontré lo siguiente:

El TNF-a no se detecté en ninguno de los pa-
cientes (0%) pero si en 8 de los 19 (42%) testigos
(cuadro Il), lo que sefala una importante diferencia
de su expresion entre ambos grupos (p = 0.001).

En lo que respecta al TGF-B, no se detectd la
presencia del amplificado en ninguno de los 15 pa-
cientes (09), pero si en 8 de los 15 individuos sa-
nos (53%) (cuadro ll). La diferencia mostrada en la
expresion de TGF-B entre ambos grupos resulté
estadisticamente significativa (p = 0.001).

No hubo diferencia en la expresién de IL-10
entre el grupo testigo y el grupo de LNH (p= NYS)
ya que fue expresado en || de los 20 pacientes
(55%) y en 11 de los 19 testigos (58%).

La diferencia en la expresién del IFN-y tampo-
co resulté estadisticamente significativa, puesto que
fue positivo en 6 de los 20 pacientes (30%) y en 7
de los 19 testigos estudiados (37%).

Al comparar la expresién simultanea de 2 o mas
citocinas entre el grupo testigo (63%) y el grupo
de LNH (15%) se encontré una diferencia estadis-
ticamente significativa (p= 0.002).

De manera interesante, todos los pacientes con
un fenotipo de LNH de células B (pacientes 4, 8,
10, 13 y I5) presentaron con frecuencia resulta-
dos positivos para IL-10

En la figura | se muestra un gel representativo
en donde puede observarse el corrimiento carac-
teristico del segmento amplificado especifico para
cada citocina.

Rev Mex Patol Clin, Vol. 48, Nim. 1, pp 27-36 * Enero - Marzo, 2001



Munoz HN y cols. Citocinas en médula ésea de pacientes con linfoma no Hodgkin

Cuadro Il. Expresién de citocinas en médula ésea de pacientes con linfoma no Hodgkin y de testigos por RT-PCR.

Paciente  Edad/Sexo Diagnéstico histolégico de LNH IL-10 TNF-a IFN-y TGF-3

I 76/F Difuso de células grandes inmunofenotipo T + - - -

2 54/M Difuso folicular de células pequenas - - + ND

3 29/F Difuso de células grandes inmunofenotipo T - - - ND

4 38/M Difuso de células pequeiias inmunofenotipo B + - - -

5 45/M Gastrico + - + -

6 60/F Cutaneo de células T (micosis fungoide) - - - -

7 36/M Difuso de células grandes + - - -

8 49/M Células grandes inmunofenotipo B + - - -

9 36/F Angiocéntrico - - - ND
10 85/F Células pequefas inmunofenotipo B + - + -
I 52/M Células grandes, tipo sarcoma inmunoblastico - - - -
12 66/F Intestinal de células grandes, difuso no inmunoblastico + - - -
13 73/M Difuso de células grandes inmunofenotipo B + - - -
14 58/F Inmunoblastico - - - ND
I5 37/F Difuso de células grandes inmunofenotipo B + - - -
16 57/F Difuso de células grandes y pequefas hendidas, angiocéntrico + - - -
17 17/M Células grandes inmunofenotipo T, tipo sarcoma inmunoblastico - - + -
18 69/M No clasificable - - + -
19 59/F Folicular de células pequenas - - - ND
20 74/M Cutaneo difuso de células grandes inmunofenotipo T + - + -
Total 11/20  0/20  6/20  0/I5
Testigos:

Hombres: 10
Mujeres: 9
Edad: 27 a 66 anos Individuos sanos 11/19 8/19 7/19 8/15

ND: No determinado. Presencia de 2 o mas citocinas: LNH= 3/10(15%); Testigos= 12/19 (63%).
IL-10: interleucina 10 TNF-a: factor de necrosis tumoral o  IFN-Y: interferén y TGF-[3: factor transformante de crecimiento [3.

Discusion

En neoplasias hematolégicas como las leucemias?
y los mielomas,? la alteracién en la produccién de
citocinas en MO, tanto estimulantes como in-
hibitorias, ha sido relacionada con el origen y la
progresién de la enfermedad. Sin embargo, en
otras malignidades, como los linfomas, el estudio
de estos factores se ha limitado a ganglios linfaticos
y sangre periférica (SP).

La presente investigacién se realizé con el obje-
tivo de detectar a través de RT-PCR la existencia
de anormalidades en la produccién de citocinas,
especificamente inhibitorias (IL-10, TNF-a, IFN-y
y TGF-B), en MO de pacientes con LNH.

El TNF-a es producido por las células estromales
de la MO en los sujetos sanos, como ha sido de-
mostrado por otros autores®® mediante RT-PCR,
lo cual concuerda con los resultados presentados
en este trabajo.

En la hematopoyesis normal, el TNF-a inhibe di-
rectamente la proliferacion de los progenitores
pluripotenciales y favorece de la misma forma el
crecimiento y la diferenciacién de las células pre-B
a linfocitos B maduros.?” El TNF-a también muestra
efectos inhibitorios de la proliferacién sobre la UFC-
eritroides (UFC-E) y suprime la expansién de las
células progenitoras inducida por IL-3 y la produc-
cién de progenitores comprometidos, disminuyen-
do la expresién de receptores para SCFs.*® Ademas

Rev Mex Patol Clin, Vol. 48, Nim. 1, pp 27-36 * Enero - Marzo, 2001



Munoz HN 'y cols. Citocinas en médula ésea de pacientes con linfoma no Hodgkin

MP | 2 3 4 5
500 .,
400
300
L=
200

Carril MP: Marcadores de peso molecular para ADN en pares
de bases (pb); carril I: muestra positiva para IFNQ; carril 2:
muestra positiva para TGF-(3; carriles 3 y 4: muestras corres-
pondientes a pacientes positivos para IL-10 e INF y respecti-
vamente y carril 5: corrimiento positivo de 3-actina.

Figura |. Corrimiento electroforético de los amplificados
obtenidos mediante RT-PCR.

el TNF-a actta sinérgicamente con el IFN-y para
suprimir el crecimiento de la UFB-E, UFC-GEMM
y UFC-GM.*!

Por otra parte, el TNF-a participa como factor
de crecimiento de blastos en leucemia mieloide
aguda’®? y su expresién en tumores de pacientes
con LNH,33* empleando inmunohistoquimica y RT-
PCR. También se han encontrado niveles elevados
en el suero de pacientes con mieloma multiple® y
LNH.337 En cambio, otros investigadores han
mencionado que posee un efecto inhibitorio del
crecimiento in vivo tanto en la MO normal como
de pacientes leucémicos,* en cuyo Ultimo caso el
TNF-a induce la fragmentacién del ADN y la muer-
te de las células malignas por apoptosis.'* Una po-
blacién de células CD34%/c-kit™ de leucemia
mieloide expuesta a TNF-a también muestran una
disminucién a la respuesta proliferativa inducida por
factores solubles de la célula madre (SCF).*

La ausencia de esta citocina en LNH podria con-
tribuir a la proliferacién descontrolada de los pro-

genitores pluripotenciales, afectar la diferenciacién
de las células B (las cuales se multiplican por la in-
fluencia temprana de factores como IL-10 e IL-4) y
la alteracién de los mecanismos inmunolégicos que
inducen la apoptosis en los precursores linfoides
anormales.

En lo que respecta al TGF-B, el ARNm fue en-
contrado en mas de la mitad de los testigos y estu-
vo ausente en todos los casos con LNH. Informes
anteriores han mencionado que es expresado nor-
malmente en la MO de sujetos sanos,® lo que se
confirmé en este estudio, donde ademas se ob-
servé una mayor tendencia hacia su expresién en
comparacién con TNF-a e IFN-y. El TGF-B es de
vital importancia en el control de la hematopoyesis
normal. Posee acciones inhibitorias sobre la célula
hematopoyética primitiva* y los progenitores
como UFC-GEMM, Unidad Formadora de Brotes
de megacariocitos (UFB-Meg), UFC-Meg, UFC-
G y UFB-E. En la poblacién linfoide, bloquea los
efectos proliferativos de IL-2 sobre la UFC-LT vy,
probablemente, la UFC-LB."'¢ Ademas, puede in-
ducir la apoptosis en varios sistemas celulares, in-
cluyendo linfocitos B humanos.

Aunque anteriormente no se habian notificado
evidencias semejantes a las encontradas en este
trabajo, existen diversos estudios que sustentan la
participacion de TGF-B en diversas patologias
tumorales. En leucemia linfoide aguda,*' y leucemia
mieloide aguda* inhibe el crecimiento de precur-
sores de células B malignas induciendo la apoptosis
y produce un bloqueo del crecimiento favorecido
por G-CSE%*“2 en cambio no tiene un efecto simi-
lar en las células B CD5" de leucemia linfoide cré-
nica que ademas de producir TGF-g, #* disminu-
yen la expresion de sus receptores* y presentan
una respuesta anormal a la inhibicién de la prolife-
racién e induccién de la apoptosis in vitro por esta
citocina.* Otras evidencias incluyen la presencia
de niveles séricos elevados en mieloma multiple?®
y la deteccién, mediante RT-PCR, del ARNm en
células pre-B y células B maduras neoplasicas en
linfomas humanos y plasmocitomas murinos.*
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En LNH, la ausencia de TGF-p en la MO podria
estar involucrada con: a) la inhibicién de la apoptosis
de precursores “anormales” que pudieran estar
presentes, y contribuir, al menos en parte, a la pro-
liferaciéon descontrolada de las células madre he-
matopoyéticas y su progenie, y b) si el TGF-( su-
prime la sintesis de la mayoria de las citocinas libe-
radas por linfocitos y macréfagos, una produccién
descontrolada de los reguladores positivos en la
MO conduciria a la proliferacién excesiva de pro-
genitores y precursores hematopoyéticos. Tam-
bién es probable que las células neoplasicas de LNH
puedan sintetizar TGF-B* e inhibir la generacién
de las células T citotéxicas (Tc) y la induccién de las
actividades de las células NK y LAK (células asesinas
activadas por linfocinas) por parte de la IL2,3'0142°
contribuyendo al desarrollo del tumor. Ademas, su
llegada por via sanguinea hasta la MO podria blo-
quear la sintesis del ARNm de citocinas inhibitorias
como IFN-yy TNF-a, en tanto que la ausencia del
TGF-B constitutivo o endégeno parece indicar la
presencia de otros factores en el microambiente
que bloquean su sintesis.

El IFN-y es otro de los inhibidores especifi-
cos'®3'# particularmente en las fases iniciales de la
diferenciacién de los progenitores primitivos.*

Aunque la expresién de IFN-y comparada con el
grupo testigo fue relativamente semejante y no se-
fiala su involucramiento en alteraciones a nivel de
MO en LNH, se ha resaltado su participacién en
estados patoldgicos como la leucemia linfoide cré-
nica, donde inhibe la muerte por apoptosis de los
linfocitos B malignos CD5* in vitro.*® En contrapar-
te, el IFN-y detiene el crecimiento de células Daudi
derivadas de linfoma de Burkitt*’ y su accién con-
junta con TNF-a y TGF- inhibe la proliferacién in
vitro de lineas celulares derivadas de mieloma hu-
mano e hibridomas/plasmocitomas murinos.*° Ade-
mas, se ha demostrado que el IFN-y favorece la
fagocitosis de células B malignas en LNH por
macréfagos activados.®' Estos hallazgos orientan la
interpretacién de los resultados obtenidos hacia dos
vertientes:

a) La presencia de IFN-y en MO de pacientes
con LNH puede facilitar la actividad fagocitica de
los macréfagos sobre las células o sus precursores
con elevado potencial neoplasico, en cuyo caso esta
citocina serfa un factor indicativo de la respuesta
del sistema inmune que intenta detener la prolife-
racién de células malignas o de los precursores que
pueden posteriormente convertirse en células
tumorales.

b) El IFN-y en LNH, de manera semejante a lo
que ocurre en leucemia linfoide crénica,”® puede
inhibir la apoptosis de linfocitos malignos.

Tales especulaciones deberan ser demostradas
en investigaciones posteriores. Ademas, la presen-
cia de IFN-yfue detectada débilmente en nuestros
pacientes, incluso después de 60 ciclos de amplifi-
cacién, lo que hace necesario particularizar en su
estudio o emplear otras variantes de PCR.

Por otra parte, cabe la posibilidad de que las cé-
lulas T (especificamente las de tipo Thl) y macré-
fagos que se encuentran en la MO hayan sido pre-
viamente activados y sean la fuente del IFN-y en-
contrado en algunos de los pacientes (cuadro Il).

No se encontré una diferencia significativa en la
expresion de IL-10 entre los grupos estudiados. Al
ser un importante factor de crecimiento y diferen-
ciacién de linfocitos B humanos, es razonable su
hallazgo en la MO de individuos sanos, como ha
sido notificado por otros autores empleando RT-
PCR.¢ El interés de su estudio en LNH se debié a
que posee efectos inhibitorios en el sistema
inmunoldgico y en la hematopoyesis, ademas de
las varias evidencias notificadas acerca de su pre-
sencia en el suero de pacientes con LNH*2 asocia-
da al virus Epstein-Barr.**? El empleo de RT-PCR
ha revelado un incremento en la produccién de IL-
10 en tumores linfociticos de origen B,* lo que
sugiere un mecanismo de evasién por el cual las
células neoplasicas suprimen la respuesta inmune
celular al inhibir la produccién de IL-2, TNF-a e
IFN-y por los linfocitos Thl y la activacién de
linfocitos T citotdxicos (LTc), células NK 'y células
LAK implicadas en la respuesta antitumoral, con-
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tribuyendo a la progresién del linfoma.'®'*? Esto
ocurre también en pacientes con leucemia de cé-
lulas T adultas infectadas con el virus de la leucemia
humana de células T (HTLV-1),3 en algunas lineas
celulares de linfoma de Burkitt transformadas y no
transformadas por el virus de Epstein-Barr’*>> y
en células B infectadas con el mismo virus prove-
nientes de enfermos con SIDA (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida).>

Si bien esta claro que la IL-10 participa en el de-
sarrollo de desérdenes linfoproliferativos por los ha-
llazgos encontrados en suero y células tumorales,
los datos que aqui se notifican sugieren que no pa-
rece ocurrir lo mismo en MO. Sin embargo, se piensa
que puede actuar como un factor de crecimiento
de células pro-B en MO normal y, en neoplasias
malignas, como un inhibidor de la sintesis de IFN-y
y TNF-a por linfocitos Th| y macréfagos activados.
Asimismo, la IL-10 puede inhibir la sintesis y libera-
cién de IL-2, implicada en el crecimiento y desarro-
llo normal de células del linaje mieloide y linfoide,*’
especificamente la UFC-GM, UFC-LB y UFC-LT y
en la liberacién de IFN-y y TGF-B por células NK.
También es factible que las células neoplasicas pro-
duzcan IL-10 y ésta llegue a la MO a través de la
circulaciéon e inhiba la produccién de citocinas.

Al analizar la expresién individual de TNF-a, IFN-
y e IL-10 en el grupo testigo, se observé que las
tres ocurrian casi con la misma frecuencia, siendo
ligeramente mas prominente la de IL-10 en com-
paraciéon con IFN-y. En cambio, en LNH, se en-
contré una total polarizacién hacia la falta de TNF-
a y una mayor presencia de IL-10 con respecto a
IFN-y, lo que podria indicar que en los pacientes la
IL-10, ya sea enddgena o exdgena, inhibe mas pro-
fundamente la expresién de TNF-a que la de IFN-
y. Sin embargo, aunque el IFN-y parece ser capaz
de bloquear la sintesis de la IL-10 endégena en al-
gunos casos (pacientes 2, 17y 18), lafalta de TNF-
a en los mismos sugiere la presencia de otros fac-
tores, entre ellos posiblemente la IL-10 producida
por células tumorales, que estan suprimiendo la
produccién de TNF-a.
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