Fl Residente

REVISON - ENSAYO

La modulacién de la hematopoyesis
en el contexto inflamatorio

Eduardo Vadillo,* Rosana Pelayo*

RESUMEN. De los tejidos con més alta tasa de recambio, el sanguineo constituye uno de los més estudia-
dos en la actualidad. Se estima que un adulto genera alrededor de 3 x 10° eritrocitos y 3 x 10* leucocitos por
segundo; sin embargo, en situaciones de inflamacién y estrés, esta tasa de produccion a menudo se ve modi-
ficada. Para que este fendmeno se lleve a cabo, las células mas primitivas del sistema hematopoyético deben
reconocer citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento, moléculas evolutivamente conservadas propias
de los agentes infecciosos y sus productos, asi como moléculas enddgenas asociadas a dafio. Ademaés de las
interacciones estrechas con los componentes del microambiente hematopoyético, estos eventos modulan espe-
cificamente la produccién de los linajes mieloide y linfoide con el fin de producir las células necesarias para
el combate y eliminacién de los agentes infecciosos o las células dafiadas. En esta revision, nos enfocaremos
en los mecanismos a través de los cuales los agentes patégenos, sus productos y algunas moléculas endégenas
asociadas a dano regulan la produccion de células sanguineas tanto en humanos como en ratones en el con-
texto de inflamacién.

Palabras clave: Hematopoyesis, inflamacién, citocinas proinflamatorias, receptores tipo Toll (TLR).

ABSTRACT. Among the tissues with highest turnover rate, the blood is one of the most studied nowadays. It is
estimated that an adult person produces about 3 x 10° erythrocytes and 3 x 10 leukocytes per second. However,
under inflammation and stress conditions, such production rate is often modulated. In order to achieve this
phenomenon, the most primitive cells of the hematopoietic system must recognize pro-inflammatory cytokines
and growth factors, evolutionally conserved pathogen components and their products, as well as damage-
associated endogenous molecules. All these factors, in addition to close interactions with components of the
hematopoietic microenvironment, specifically modulate the production of myeloid and lymphoid lineages to
generate the cells needed for elimination of noxious agents. In this review, we will focus on mechanisms by
which pathogens, their products and some damage-associated molecules modulate blood cell production in
both humans and mice in the context of inflammation.
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ABREVIATURAS

CLP: Progenitor linfoide comun, del inglés common lymphoid progenitor.

CMP: Progenitor mieloide comdn, del inglés common myeloid progenitor. ted molecular patterns.

DAMPS: Patrones moleculares asociados a dafio, del inglés damage-associa-
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DC: Célula dendritica, del inglés dendritic cell.

ELP: Progenitor linfoide temprano, del inglés early lymphoid progenitor.

HSC: Célula troncal hematopoyética, del inglés hematopoietic stem cell.
HSPC: Células troncales y progenitoras, del inglés hematopoietic stem and
progenitor cells.

IFN: Interferdn.

IKDC: Célula dendritica asesina productora de interferén, del inglés interferon
killer dendritic cell.

GMP: Progenitor de granulocitos y monocitos, del inglés granulocyte-monocyte
progenitor.

LPS: Lipopolisacarido.

MDP: Progenitor de células dendriticas y monocitos, del inglés myeloid dendri-
tic progenitor.

MEP: Progenitor de megacariocitos y eritrocitos, del inglés megakaryocyte-
erythrocyte progenitor.

INTRODUCCION

El componente celular de la sangre esta con-
formado por los eritrocitos, trombocitos, gra-
nulocitos, neutroéfilos, eosinédfilos y baséfilos,
linfocitos T, linfocitos B, células asesinas
naturales (NK) y células dendriticas (DC).
Se estima que para que un adulto de 70 kg
pueda satisfacer sus requerimientos sangui-
neos, debe producir alrededor de 3 x 10° eri-
trocitos y 3 x 10* leucocitos por segundo.! Sin
embargo, en procesos infecciosos causados por
virus, bacterias, hongos o parasitos, esta pro-
duccién a menudo se ve perturbada. Sorpren-
dentemente, los agentes microbianos alertan
a las células méas primitivas del sistema he-
matopoyético, que en respuesta, incrementan
o disminuyen la producciéon de ciertos linajes
con el fin de proveer de las células necesarias
para montar una respuesta inmune efectiva.
La finalidad de esta respuesta es eliminar la
infecci6on y mantener el estado de salud del
individuo. El combate a agentes patdégenos no
puede ser concebido en ausencia de un proce-
so inflamatorio, que tiene como caracteristi-
cas principales el aumento del flujo sangui-
neo, la permeabilidad vascular y la extrava-
sacién leucocitaria.

Hallazgos recientes indican que la produc-
cién de las células del sistema inmune se ve
influenciada por diversas moléculas produ-
cidas durante procesos inflamatorios y que
las células troncales hematopoyéticas (HSC),
residentes en la médula 6sea, pueden proli-
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MLP: Progenitor multi-linfoide, del inglés multi-lymphoid progenitor.

LMPP: Progenitor multipotente comprometido al linaje linfoide, del inglés lym-
phoid-primed multipotent progenitor.

LT-HSC: Célula troncal hematopoyética reconstituyente a largo plazo, del in-
glés long term-hematopoietic stem cell.

ST-HSC: Célula troncal hematopoyética reconstituyente a corto plazo, del in-
glés short-term hematopoetic stem cell.

NK: Célula asesina natural, del inglés natural killer cell.

PAMPS: Patrones moleculares asociados a patdgenos, del inglés pathogen
associated molecular patterns.

pDC: Célula dendritica plasmacitoide, del inglés plasmacytoid dendritic cell.
PRR: Receptores que reconocen patrones, del inglés pattern-recognition re-
ceptors.

TLR: Receptor tipo Toll, del inglés Toll-like receptor.

TNFa: Factor de necrosis tumoral o, del inglés tumour necrosis factor a.

ferar y diferenciarse en respuesta a estimu-
los generados en el proceso. Adema4s, existen
evidencias de que las células troncales y pro-
genitores hematopoyéticos (HSPC) expresan
receptores tipo Toll (TLR) funcionales, y que
en respuesta a su estimulacién, inducen la
proliferaciéon y diferenciacién de linajes defi-
nidos de manera estimulo dependiente.? Los
mecanismos biolégicos responsables apenas
comienzan a ser descifrados, pero los hallaz-
gos a la fecha sugieren fuertemente que cuan-
do un individuo cursa con infeccién e infla-
macion, la hematopoyesis y las consecuencias
de su alteracién transitoria o crénica por los
agentes detonantes deben constituir un ele-
mento mas del interés clinico.

HEMATOPOYESIS

El microambiente de la médula 6sea esta
constituido de células estromales, hematopo-
yéticas, mesenquimales, endoteliales, osteo-
blastos, adipocitos y neuronas, y sus produc-
tos de secrecién, entre los que se encuentran
citocinas, quimiocinas, factores de crecimien-
to y diferenciacion, asi como proteinas de la
matriz extracelular. Todos estos componentes
conforman una intrincada red de interaccio-
nes y nichos especializados que permiten el
desarrollo de progenitores y el mantenimiento
de la quiescencia de las HSC.? Es en los espa-
cios intersinusoidales de la médula 6sea don-
de se lleva a cabo la hematopoyesis, proceso
por el cual las HSC dan origen a células ma-
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duras (Figura 1), y es altamente regulado por
factores extrinsecos e intrinsecos que juntos
determinan la pérdida gradual de opciones de
diferenciacién y la ganancia de funciones es-
pecificas.

Las HSC tienen potencial de autorrenova-
cién y originan todos los linajes sanguineos.*
Gran parte del conocimiento de los mapas de di-
ferenciacion hematopoyética y de la biologia de
las células que constituyen el sistema provienen
de modelos de ratén. En éstos, las HSC recons-
tituyentes a largo plazo (LT-HSC) residen en
la fraccién Lin- (nula expresién de marcadores
de madurez) Sca-1* ¢-Kit* (LSK) Flk2- CD34", y
pueden ser halladas ciclando o en quiescencia.?
Estas se diferencian a HSC reconstituyentes a
corto plazo (ST-HSC), que tienen menor poten-
cial de reconstituciéon en modelos de trasplan-
te seriado y se caracterizan por ser Lin" Sca-
1* ¢-Kit* (LSK) Flk2- CD34*. En humanos, las
HSC se caracterizan por el fenotipo Lin- CD34*
CD38 CD45RA" Thy-1* Flt3* CD7- CD10, son
multipotentes y representan el 0.04% del total
de células mononucleares (CMN) de la médula
6sea. Tanto en ratones como en humanos, las
HSC producen a los progenitores multipotentes

(MPP), los cuales han perdido la capacidad de
autorrenovarse pero retienen su multipotencia-
lidad. En raton, estas células se distinguen por
el fenotipo Lin~ Scall c-Kith Flt3°"* Thy1l.1-
CD27* IL-7Ra-, mientras que en humanos son
Lin- CD34* CD38 CD45RA" Thy-1- F1t3* CD7-
CD10-.58

En humanos, el progenitor linfoide més tem-
prano del que tenemos conocimiento es el pro-
genitor multilinfoide (MLP) (Lin- CD34* CD38:
CD45RA* Thy.'ne¢/lov F1t3* CD7* CD10%). Esta
célula ha despertado gran interés porque ade-
mas de ser progenitora de células B, T y NK,
también origina DC y monocitos, que se creian
exclusivos del linaje mieloide. Sin embargo, el
MLP no tiene potencial granulocitico, eritroide
0 megacariocitico. Su contraparte en el raton
es el MLPP (Lin- Scal* c¢-KitM Fl1t3" Thyl.1-
VCAM), denominado asi porque esta fraccion
reduce la expresién de transcritos involucrados
en el desarrollo megacariocitico/eritroide y co-
mienzan a aparecer transcritos linfoides.” En el
raton, el progenitor linfoide temprano origina
al progenitor linfoide comin (CLP), que expre-
sa la cadena a del receptor de IL-7 (IL-7Ra); es
considerado el principal productor de células B

Figura 1.

Hematopoyesis humana normal.
- Las HSC residentes de la médula
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dsea se diferencian para dar ori-
gen a los MPP. De éstos derivan
los MLP, que posteriormente se
diferencian a progenitor de células
B/NK. A su vez, los MPP producen
alos CMP, y éstos, a los GMP y a
los MEP. Todos estos progenitores
en su momento pierden gradual-
mente la multipotencialidad u oligo-
potencialidad, segun sea el caso, y
dan origen a los precursores, que a
su vez, producen células maduras
con funciones altamente especiali-
zadas. Las HSC, los MPP, MLP y
B/NK pueden ser exportados via
sangre periférica al timo para colo-
nizarlo y producir, tras un complejo
proceso de seleccion, células T.
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y retiene potencial para generar células NK y
T.® Su contraparte humana fue descrita como
una poblaciéon Lin- CD34* CD45RA* CD10* con
capacidad de producir células B, NKy DC.?

Sélo recientemente esta definicién ha sido
refinada y se ha descrito al progenitor de célu-
las B/NK, que se caracteriza por ser Lin- CD34*
CD38" CD45RA* Thy-1- FIt3* CD7- CD10%.5
Estos progenitores eventualmente originan a
precursores comprometidos hacia linajes espe-
cificos. En general, los estadios de precursores
de células B y NK proliferan para después di-
ferenciarse a una célula madura con funciones
especificas.

Las células T se producen en el timo, 6rga-
no linfoide que importa periédicamente pro-
genitores hematopoyéticos de la médula 6sea
para su colonizacién. Las HSC y progenitores
hematopoyéticos del ratén tienen la capacidad
de producir células T en condiciones experi-
mentales; sin embargo, no todas tienen la ca-
pacidad de colonizar este 6rgano. Los LMPP y
ELP expresan el receptor de quimiocina CCR9,
lo que les confiere alta capacidad de colonizar
este 6rgano. En humanos, esta célula ha sido
denominada progenitor timico temprano (ETP)
y reside en la poblacién CD34* CD1a CD38"v
CD44* IL7-Rao™*.®

El progenitor mieloide comtn (CMP) del ra-
téon da origen al progenitor de granulocitos y
monocitos (GMP) y al de megacariocitos y eri-
trocitos (MEP).1%'2 Todos estos progenitores
eventualmente producen unidades formadoras
de colonias (CFU) y subsecuentemente, células
que ya pueden ser reconocidas al microscopio
6ptico por sus caracteristicas morfolégicas como
blastos, promielocitos, mielocitos, metamieloci-
tos, neutroéfilos en banda y segmentados, y en
el caso de los monocitos, monoblastos, promono-
citos y monocitos.” En general, es asumido que
las DC pueden derivar tanto del linaje linfoide
como del mieloide. Los hallazgos actuales su-
gieren que existe en el ratén un progenitor de
monocitos y DC (MDP) que subsecuentemente
origina precursores de monocitos y de DC y que
no tiene potencial de producir granulocitos u
otro tipo de célula mieloide.
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HEMATOPOYESIS MURINA E
INFLAMACION

La inflamacién puede diferir por su causa,
mecanismo, prondstico e intensidad!* y puede
tener un impacto definitivo en la hematopoye-
sis.?® Un claro ejemplo de la hematopoyesis de
emergencia es la induccién de la mielopoyesis
por una infeccién bacteriana sistémica. A pesar
de que en la clinica, la presencia o ausencia de
los distintos leucocitos forman parte de un cri-
terio diagndstico, y de que se reconoce razona-
blemente que algunas infecciones exhiben un
patrén en la modulacién hematopoyética, sélo
recientemente los mecanismos de estos proce-
sos comienzan a ser descifrados.

El modelo clasico de la induccién de mielopo-
yesis por infeccién o inflamaciéon implica la ac-
tivacion de receptores que reconocen patrones
(PRR), entre los que se encuentran los recep-
tores tipo Toll (TLR). Estos reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP), en
el caso de un evento infeccioso, o patrones mole-
culares asociados a dano (DAMP), que son mo-
léculas enddgenas intracelulares liberadas al
medio a consecuencia de la lesién a algin teji-
do.* El ratén ha constituido un excelente mode-
lo para el estudio. En éste, las primeras obser-
vaciones que sugirieron que la hematopoyesis
puede ser modulada por componentes bacteria-
nos derivaron de la estimulacién de progenito-
res hematopoyéticos murinos con ligandos de
TLR2 y TLR4, en donde se observé la induccion
de proliferacion y diferenciacion hacia el linaje
mieloide, obviando los requerimientos de facto-
res de crecimiento y diferenciaciéon. Asimismo,
al estimular a los CLP con ligandos de TLR2
y 4, se promovié sustancialmente la produccién
de DC (Figura 2)."

Hallazgos posteriores de nuestro grupo de
investigacion mostraron que los progenitores
linfoides expresan TLR9 (que reconoce DNA
con motivos de citidina fosfato guanosina CpG)
y que al estimularlo con ligandos sintéticos o
virus de herpes simple I, se bloquea la produc-
cion de células B por parte de las mismas y se
induce la produccién de DC, células dendriti-
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Figura 2. Hematopoyesis murina e inflamacion. Las HSC se expanden por infecciones causadas por E. coli y Mycobacterium, y tam-
bién en presencia de ligandos como Pam3CSK4, LPS o IFNy. Pneumocystis aumenta la frecuencia de MPP CCR9*, con potencial
de colonizar el timo. Ligandos como PamCSK4 y LPS aumentan la frecuencia de CMP y aceleran la diferenciacion hacia monocitos
y granulocitos. Microorganismos como Listeria y Candida también pueden promover este fendmeno. El ELP se diferencia a CLP,
mismo que al ser estimulado con CpG o HSV-1 (ligandos de TLR9) bloquea la produccidn de células B y, a cambio, robustece la di-
ferenciacion de diferentes subpoblaciones de células dendriticas. Asimismo, cuando el CLP es estimulado con LPS 0 Pam3CSK4, se
promueve la generacion de DC. Pam3CSK4 no bloquea completamente la produccion de células B. Citocinas proinflamatorias como
IL-18, TNFe: e IFNy promueven la movilizacion de células B a la periferia.

cas plasmacitoides (pDC) y células dendriticas
asesinas productoras de IFN (IKDC). Estos ha-
llazgos mostraron que este fenémeno es depen-
diente de la estimulaciéon del TLR9.'® Microor-
ganismos como E. coli inducen la expansién y
movilizaciéon de la HSC, mientras que otros,
como la Pseudomonas aeruginosa, provocan el
bloqueo de la diferenciacién mieloide y la neu-
tropenia. Asimismo, Mycobacterium, Candida
y Listeria son capaces de promover la prolife-
racion y diferenciacién hacia el linaje mieloide
por parte de las HSPC. En concordancia, la in-
feccién por Pneumocystis en un modelo de ratén
timectomizado promueve el incremento de los
MPP CCR9* y las células T CD4*.2 Adicional-
mente, los ligandos de TLR2 y 4 inducen a los
CMP y su progenie a la diferenciacion del linaje
mieloide.”

Los patrones de produccién de citocinas
pueden variar dependiendo del tipo de esti-
mulo enfrentado, y en este contexto, las ci-
tocinas proinflamatorias tienen diferentes
funciones en las células hematopoyéticas pri-
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mitivas. De especial interés ha sido el efecto
de los interferones sobre la hematopoyesis. El
IFNy, que se produce por células infectadas
por virus o Mycobacterium, estimula la pro-
liferacion de las HSC y —de ser persistente
este estimulo— puede inducir el agotamiento
de las mismas. Por otro lado, el IFNy puede
inducir la aparicién de poblaciones emergen-
tes IL7-Ra* con la funcién de producir células
especificas para la destrucciéon de eritrocitos
infestados por Plasmodium.'®

Otros inductores, como el factor de necrosis
tumoral (TNFa), en sinergia con la IL-1p, pro-
mueven la movilizacién de HSPC y la reduccion
de CXCL12 en conjuncién con la inhibicién del
desarrollo linfoide.?*?! No sélo la hematopoyesis
temprana se ve perturbada por estos estimulos;
hallazgos recientes sugieren que los macréfagos
producidos por células primitivas estimuladas
con ligandos de TLR2 producen menos citocinas
proinflamatorias y especies reactivas de oxige-
no,?? lo que puede tener algtn impacto funcio-
nal, dependiendo del contexto inflamatorio.
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HEMATOPOYESIS HUMANA EN
CONDICIONES DE EMERGENCIA

El conocimiento de la influencia de la hemato-
poyesis por la inflamacién en humanos es méas
limitado que en los modelos murinos descritos
anteriormente. Esto es debido, en parte, a las
limitaciones éticas y al escaso nimero de mode-
los que se tienen para el desarrollo del conoci-
miento en este campo. Sin embargo, las investi-
gaciones relacionadas son sugerentes de que los
fendmenos observados en ratén pueden ser, en
general, extrapolados al humano. Parvovirus
B19 o Epstein-Barr pueden inducir la movili-
zaciéon de HSPC. En concordancia, cuando las
células CD34" son estimuladas con E. coli, CpG
DNA o ligandos sintéticos de TLR7/8 inducen
la produccién de citocinas proinflamatorias.??2?

Pocos han sido los estudios en humanos que
han utilizado subpoblaciones celulares purifica-
das para evaluar los patrones de diferenciacién
in vivo o in vitro. En uno de ellos, las HSC es-
timuladas con Pam3CSK4 (ligando de TLR2) se
diferencian hacia progenitores mieloides, con un
aumento en su frecuencia y la consecuente di-
ferenciacién en cultivo hacia el linaje mieloide
(Figura 3).?% Interesantemente, nuestros estu-
dios indican que los MPP, MLP y progenitores de
B/NK de médula 6sea adulta y de la sangre de
cordén umbilical proliferan en respuesta a CpG
DNA y son inducidos a diferenciarse hacia cé-
lulas NK, en donde los precursores de éstas son
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seleccionados y, paralelamente, aumentan la ex-
presion del IL15-Rp (Vadillo et al, enviado). De
forma similar, el CpG, LPS, Poly I:C e imiquimod
inducen la produccién de DC a partir de MLP.®

En enfermedades hematolégicas como la leu-
cemia, los microambientes proinflamatorios, asi
como las anormalidades intrinsecas de la enfer-
medad, inducen a los progenitores a modificar
sus patrones de diferenciacién. Asi, la constan-
te produccién de factores proinflamatorios po-
dria jugar un papel crucial en el desarrollo de
la enfermedad, involucrando aspectos como la
iniciacién, promocién, transformacién maligna,
invasiéon y metastasis celulares.®!27

CONCLUSIONES

Los agentes patégenos, a través de sus molé-
culas estructurales y productos, aunados a la
produccién de citocinas proinflamatorias, mo-
delan la diferenciacién hematopoyética con el
fin de producir de novo las células necesarias
para el combate del agente infeccioso. Nunca
antes imaginado, las células mas primitivas del
sistema hematopoyético —incluyendo a las cé-
lulas troncales y progenitores tempranos— son
sensibles a la estimulacién por PAMP. El co-
nocimiento emergente comienza a ilustrar que
tanto en ratones como humanos, los eventos de
diferenciacién en inflamacién son equiparables.
La inflamacién crénica puede tener severas re-
percusiones a largo plazo, como el agotamien-

Figura 3.

CoG Hematopoyesis humana e inflama-
HSV-1 cién. En humanos, los MLP y los
@* progenitores de B/NK estimulados
con CpG o HSV-1 inducen la pro-
duccién de células NK y DC. Estos
mismos, cuando son estimulados
con LPS, CpG, Poly I:.C o imiquimod,
promueven la produccion de DC.
LPS Pam3CSK4 induce el aumento en el
numero de CMP y la diferenciacion
mieloide, mientras que los GMP es-
timulados con LPS, CpG y Poly I.C
inducen la diferenciacion hacia DC.
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to del acervo de las HSC, lo que puede llevar
a desérdenes en etapas posteriores al reto. In-
vestigaciones de mayor profundidad en el tema
seran necesarias para aprender como la infla-
macién puede remodelar al microambiente de
la médula d6sea y su trascendencia en los even-
tos tempranos de la produccién sanguinea.
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