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EFecTO DEL M-CSF SOBRE LA PROLIFERACION DE LAS LINEAS CELULARES
CALO E INBL PROVENIENTES DE CARCINOMA CERVICO-UTERINO

Victor Manuel Navarrete Marquez, Rosalva Rangel Corona,
Teresa Corona Ortega, Benny Weiss Steider, Jorge Flavio Mendoza Rinc6n

RESUMEN

El M-CSF es un factor de crecimiento que induce proliferacion y diferenciacion del linaje celular monocito-macréfago.
Entre sus maltiples funciones se incluyen incremento en actividad tumoricida, actividad fagocitica, etc. Asimismo, puede
potenciar funciones efectoras de las células que participan en la eliminacion de agentes infecciosos (virus, bacterias y
hongos) y de células tumorales, por lo que el M-CSF ha sido utilizado clinicamente para contrarrestar infecciones.
Recientemente se ha reportado que esta molécula se detecta en grandes cantidades en tejido placentario, y que tiene
efectos mucho mas amplios, desempefiando otras funciones atin poco comprendidas; como demostré nuestro grupo que
el M-CSF es un fuerte mitoégeno para células epiteliales de raton. Tomando en cuenta estos antecedentes, se procedio a
evaluar la capacidad inductora de la proliferacion del M-CSF en células epiteliales obtenidas de tumores de cancer de
cérvix humano. Los resultados obtenidos para las lineas tumorales CALO e INBL, en presencia de M-CSF, muestran un
incremento de la proliferacion a concentraciones bajas; sin embargo, se observa que al aumentar la concentracion de éstas
tienen una respuesta inhibitoria. Por Gltimo se evalu6 la proliferacion en fibroblastos de cérvix normal a diferentes
concentraciones de M-CSF, y las células mostraron una alta proliferacion para todas las concentraciones. Estos resultados
demuestran que el M-CSF también posee importantes efectos sobre la proliferacién de células derivadas de carcinoma
de cérvix humano (lineas CALO e INBL).
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ABSTRACT

M-CSF has been recognised for a long time as a specific factor to induce growth and differentiation of monocyte-macrophage
cells. In addition to these properties, M-CSF increases fagocytic and inflammatory activities against invaders such as bacteria
and viruses. For this reason M-CSF has been used in several clinical trials, but without any clear results at present. Recently,
the production of M-CSF has been reported in other tissues, ie., placenta, mammary gland and oviduct tract, although any
proliferative effect has been detected so far. We demonstrated previously that M-CSF increases the proliferation of normal
murine epithelial cells. Here we have extended our research to human tumoral cervical derived cells lines CALO and INBL
cells. Our results showed that this factor has a proliferative effect on CALO and INBL cells when we used M-CSF at low
concentrations. However, this effect was inhibited when the concentration of this factor was increased. On the other hand,
when we used the same concentrations of M-CSF on normal cervical fibroblasts no inhibitory effect was observed. Taken
together these results showed that M-CSF is a growth factor for the tumoral cell lines reported here.
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INTRODUCCION

Laproliferacionyla diferenciacion hematopoyética esta
controladaporlaparticipaciondeciertosfactoresdenaturaleza
glicoproteica conocidos como factores estimuladores de
colonias (FECs)*2.

Los FECs pertenecen auna superfamiliade modificadores
bioldgicos conocidos genéricamente como citocinas, dentro
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de las que se incluye a las interleucinas (IL-1 a IL-18), los
interferones (INF: alfa,betaygama)ylosfactoresdecrecimiento:
Factor Derivadode Plaquetas (PDGF), Factorde Crecimiemto
Epitelial (EGF), Factorde Crecimientode Fibroblastos (FGF)
yFactorde Crecimiento Transformante (TGF)3S.

Los FECsson polipéptidos monoméricos devarios cientosde
aminoacidos, exceptoel M-CSF que esun dimero constituido
dedossubunidadesdeaproximadamente35-45kDa,lamolécula
maduratieneun pesomoléculardeentre45-9okDa’®.
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Los FECsjuegan un papel importante en el microambiente
hematopoyético estimulando la viabilidad, desarrollo,
maduraciényactivacion de células mieloides, atravésdela
uniénasureceptordealtaafinidad presenteenlamembranade
lascélulashematopoyéticas'©*.

Inicialmente,los FECsfuerondescritos porsucapacidad para
favorecer el desarrollo mielo-monocitico; sin embargo, al
evaluarsuactividad biologicabajo diferentes condiciones, se
pusoen evidencia que poseian un espectrodeaccion mucho
masamplio*?3,

Enlaactualidad, sesabe que adiferenciadelosotros FECs, el
M-CSF es un factor altamente especifico, ya que estimula
exclusivamenteel desarrolloymaduracion decélulasdellinaje
monocito-macroéfago, sin afectar aotroslinajes mieloides™.
Aungqueel conocimientodelosefectos sobrelaproliferaciony
la diferenciacion delos FECs sobrelas células mieloides es
extenso, un aspecto de la biologia de los FECs que no se ha
esclarecidoadn, esel papel quejuegan estos factores sobrela
proliferacion de células epiteliales normales o células
transformadas. Actualmente sehademostrado pordiferentes
técnicas comoradio-inmunoensayos, hibridacioninsituy
andlisis de Northern-blot, lasintesis de M-CSF por diversos
tipos celulares como trofoblastos, endotelios, fibroblastos,
célulasestromalesdemédula 6sea, queratinocitos, osteoblastos,
leucemia mieloblastica, leucemia linfoblastica, mieloma
multiple, carcinomapancreaticoyenalgunosadenocarcinomas
como el de pulmoén, mama, ovario, endometrio y la linea
celularderaton L929'. Nuestrogrupodetrabajodemostroque
el M-CSF desempefiaun papel mitogénicoen célulasepiteliales
deraton'®’, Otros autoreshan aportado evidencias sobre el
importante papel que el M-CSF juega sobre células del
endometrioderatbnyhumanoeneldesarrollofetal /placental®.
También sehareportadolasecrecion de M-CSF en células
epitelialesdelaglandulamamariaenconcentracionesde10a
100vecesmayoresquelascontenidasensuero'®,demostrandose
asi,queel M-CSFtieneun papelimportanteenla produccion
ydiferenciacion de célulasnohematopoyéticas.

Porotrolado,sehademostradoqueel M-CSFtieneunaactividad
sinérgicaconotrascitocinascomolalL-2,1L-3, GM-CSF, TNF,
PDGF, asicomo con progesteronayestradiol, enlaproduccion
ydiferenciacion demacrofagos®®. Recientemente seencontrd
queel M-CSFtieneunaactividadanti-tumoralyanti-inflamatoria.
Estudios invitromuestran que estamolécula posee unaacti-
vidad citotoxicadependiente deanticuerpos,yestudiosinvivo
muestranunaactividad antitumoral mediada pormonocitos®.

Debido aqueenlaactualidad los FECs se estan utilizando
con fines terapéuticos, sobre todo en pacientes con
enfermedadesoncoldgicaseinfecciosas, esimportanteevaluar
el efecto proliferador oinhibidor deestos factores en células
no hematopoyéticas, tanto normales como tumorales para
sabersiesrecomendable utilizarlos en todo tipo detumores
comounaalternativaterapéutica.
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Porloantesexpuesto, enel presentetrabajoseevaludel efecto
del M-CSF en dos lineas epiteliales tumorales de cancer
cérvico-uterino (CaCu) (CALO eINBL) establecidasen nuestro
laboratorio?2%, Losresultadosindican que el M-CSF tieneun
efectopositivosobrela proliferacion deambaslineas celulares
abajas concentraciones, sinembargo, cuandoseaumentala
concentracionseobservaun efectoinhibidor.

MEetopoLoGiA

OBTENCION DE CELULAS FIBROBLASTICAS NORMALES A PARTIR DE
BIOPSIAS DE CERVIX

Lascélulasfibroblasticasse obtuvieron apartirdeunamuestra
de tejido normal de cérvix, de pacientes sometidas a
histerectomia por causas diferentesa cancer cérvico-uterino.
Unavezobtenidala piezaquirtargicaestransportadaenmedio
RPMI (Microlab, MEX) al 20% de suero fetal de bovino
(SFB), (Highclone, USA) o suero fetal de caballo (SFC),
(Microlab, MEX)a 4°Cyprocesadaenlassiguientes 2-3 hrs.

Elprocesamiento consistio enlaseparacion pordiseccionde
lacapaepitelial del tejido conjuntivodondese encuentranlos
fibroblastos; ambas partes fueron cortadas porseparadoen
trozos pequenos (5 mm) y sometidos a una disgregacion
enzimatica contripsina (Sigma, Chemical, USA) al 1%. Las
células obtenidasfueronlavadas por centrifugacion (500g)
dos veces, posteriormente contadas con la ayuda de un
hemocitometroysembradasnuevamentea 1X10° células/ml
requerida para cadaensayo o cinética.

CULTIVO DE LINEAS CELULARES TUMORALES

Laslineas celulares epiteliales CALO e INBLse obtuvieron
apartirdebiopsias de carcinoma de cérvixhumanoyfueron
establecidas en nuestrolaboratorio?'23, Las células fueron
sembradasen cajasde cultivode 5 mm (Nunclon, Denmark),
enmediode cultivo RPMI-1640 (Microlab, MEX) al10% de
SFB (Highclone, USA) y mantenidas en una incubadora
(Forma Scientific, USA) a37°C, 5% de CO, y unaatmosfera
htimeda a punto derocio durante 56 6 dias en promedio
dependiendodelalinea.

PROLIFERACION CELULAR

Paralosensayosdeproliferacion celularsesembraron 10,000
células normales 6 2,500 células tumorales por pozo en
placas de 96 pozos (Nunclon Denmark), en presencia de
diferentes concentraciones de M-CSF (Sigma, Chemical,
USA) de 48 a76 hrs; después de este tiempo se evalud su
actividad proliferadora. Como control positivoseemplearon,
tanto el factor de crecimiento epitelial (EGF) (Sigma,
Chemical, USA) comoel factor derivadode plaquetas (PDGF)
(Sigma, Chemical, USA),y como control negativo se utilizo
tnicamente RPMI suplementado con SFBal 10%.

CUANTIFICACION DE LA PROLIFERACION CELULAR MEDIANTE LA
REDUCCCION DE MTT

Despuésdeexponerlas célulasadiferentes concentraciones
de M-CSF durante unintervalodetiempode 48y 76 hrs, se
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evaluo la proliferacion celular mediante la reduccion de
bromurode 3 (4,5 dimetiltiazoil-2-il) 2,5 difeniltetrazolium.
MTT?425 Paraestosesembraron célulasviables (evaluadas
por exclusiéon con azul de tripano) en placas de 96 pozos;
despuésdel tiempo de exposicion al M-CSF (48 y 76 hrs), se
adicion6alascélulas50 uldeunasolucionde MTT (0.05 M)
(Sigma, Chemical, USA) acadapozoyseincubarondurante
3 hrs. Después de este tiempo, el medio y el MTT fueron
removidos adicionando a cada pozo 100 ul deisopropanol
parasolubilizar el formazan; sedejo reposar2 minyseevalud
lasolucién obtenidaenunlectorde ELISA (ELx 800, Bio-
Tek, Instruments, Inc.) a 570 nm.

Laabsorbanciaesdirectamente proporcional alniimerode
célulasviables presentesdespuésde 3hrsdeincubacion.

ResuLTADOS

EFecTo DEL M-CSF SOBRE LA PROLIFERACION DE LA LINEA
CELULAR INBL

Con la finalidad de evaluar el efecto del M-CSF en la
proliferacién de célulasde carcinomade cérvix, seincubaron
laslineastumorales CALO e INBLen presenciadediferentes
concentracionesde M-CSF.

Seincubaron2,500c¢/pozodelalineacelularINBLen presencia
deuna concentracidoninicial de 0.02ng/mlde M-CSFyse
observounaumentoenlaproliferacion conrespectoal control
negativo (células sin estimulo); sin embargo, alaumentarla
concentracion deM-CSFa2ng/mlseinhibelaproliferacionde
lascélulas. Cuandoseutilizounaconcentraciéon de2ong/mlno
se observo una respuesta proliferativa de las células. Se
utilizaron 3 ng/ml de EGF como control positivoy,comoera
de esperarse, se observo un aumento significativo en la
proliferacion delas células, ya que las estas son de origen
epitelial (Figura1).
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Figura 1. Efecto del M-CSF sobre la proliferacién de la linea celular
tumoral INBL. Se sembraron 2,500 células/pozo y se incubaron durante
48 hrs en presencia de 0.02, 2 y 20 ng/ml de M-CSF. Se evalué la
proliferaci6én mediante la técnica colorimétrica de MTT. Como control
negativo se usaron células sin EGF (medio+SFB), y como control
positivo células estimuladas con EGF.

Debido alos resultados obtenidos antes mencionados, se
decidi6 estimularnuevamentelas célulascon M-CSF utilizando
concentraciones 10 veces menor paraver sise observabauna
diferenciasignificativa enla proliferacion, utilizando como
controlnegativo célulassin estimulary como control positivo
célulasestimuladas con EGF.

Cuandolascélulasseincubaronenpresenciade 0.0161ng/ml
de M-CSF se observo un aumento significativo en la
proliferacion delas células con respecto al control negativo
(células con medio), y cuando se indujo con 1 ng/ml la
proliferacion disminuyd. Inclusive se presento6 un efecto
inhibidoral emplearunaconcentraciéon 10 veces mayorde M-
CSF (Figura 2).
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Figura 2. Efecto del M-CSF sobre la proliferacién de la linea celular
tumoral INBL. Se sembraron 2,500 células/pozo y se incubaron durante
48 hrs en presencia de 0.01, 1 y 10 ng/ml de M-CSF. Se evalué la
proliferacion mediante la técnica colorimétrica de MTT. Como control
negativo se usaron células sin EGF (medio+SFB), y como control
positivo células estimuladas con EGF.

ErecTo DEL M-CSF SOBRE LA PROLIFERACION DE LA LINEA
ceLuLAR CALO

Paraevaluarel efecto del M-CSF sobrela proliferacion dela
linea celular CALO se sembraron 2,500 células/pozo en
presenciadediferentes concentraciones de M-CSF.

Eneste caso se observo un efecto semejante al obtenido para
lalinea celular INBL, en donde a bajas concentraciones,
0.02ng/ml, se observo una proliferacion significativa, y al
aumentarla concentracion a2 ng/mlel efecto fueinhibidor
delaproliferacion. Cuando se utilizoé una concentracion de
20ng/mlno se observo efecto alguno sobrelaproliferacion
(Figura3).

Nuevamente se estimularon las células de lalinea celular
CALO con M-CSF a concentraciones 10 veces menor para
sabersiexisteuna diferenciasignificativa enla proliferacion
utilizando como control negativo célulassin estimularycomo
control positivo célulasestimuladas con EGF.
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Figura 3. Efecto del M-CSF sobre la proliferacion de la Ifnea celular
tumoral CALO. Se sembraron 2,500 células/pozo y se incubaron
durante 48 hrs en presencia de 0.02, 2 y 20 ng/ml de M-CSF. Se evalu6
la proliferacion mediante la técnica colorimétrica de MTT. Como
control negativo se usaron células sin EGF (medio+SFB), y como
control positivo células estimuladas con EGF.

Cuandolascélulasseincubaronenpresenciade 0.01ng/mlde
M-CSFseobservounligeroaumentodelaproliferacion, el cual
esmuysignificativoal aumentarlaconcentracién a1ng/ml.
Cuandoseutilizouna concentracion de 10ng/mlnoseobservo
unefectoproliferadorniun efectoinhibidor (Figura4).
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Figura 4. Efecto del M-CSF sobre la proliferacion de la linea celular
tumoral CALO. Se sembraron 2,500 células/pozo y se incubaron
durante 48 hrs en presencia de 0.01, 1 y 10 ng/ml de M-CSF. Se evalu6
la proliferacion mediante la técnica colorimétrica de MTT. Como
control negativo se usaron células sin EGF (medio+SFB), y como
control positivo células estimuladas con EGF.

EVALUACION DE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS DE CERVIX NORMAL
EN PRESENCIA DE M-CSF

Portltimo, paracorroborar queel efectodel M-CSF sobrelas
célulastumorales erareal serealiz6lamisma evaluacion en
fibroblastos de cérvixnormal, yaqueen estetipocelularseha
demostradoqueel M-CSFinducelaproliferacion celular.
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Con la finalidad de evaluar el efecto del M-CSF sobre
fibroblastos normalesde cérvix, se obtuvieron células a partir
debiopsiasnormalesde cérvix pordisgregacion enzimaticay
sesembraron 10,000 células/pozoen presenciadediferentes
concentracionesde M-CSF.

Seobservéunaumentosignificativoenlaproliferacion delos
fibroblastos al utilizar 0.02, 2 6 20 ng/ml de M-CSF,
confirmandose con estoqueel efecto observadoenlascélulas
tumoralesesreal (Figuras).
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Figura 5. Efecto del M-CSF sobre la proliferacion de fibroblastos de
cérvix normal. Se sembraron 10,000 células/pozo y se incubaron
durante 76 hrs en presencia de 0.02, 2 y 20 ng/ml de M-CSF. Se evalué
la proliferacioén celular mediante la técnica colorimétrica de MTT.
Como control negativo se usaron células sin EGF (medio+SFB), y como
control positivo células estimuladas con PDGF.

DiscusioN

EIM-CSFesunfactorconunespectrodeaccion bioldgicamuy
amplio, aunquetodavianoseesclarece el papel que pudiera
tenerestefactorsobre células deorigen nohematopoyéticoo
encélulastransformadas,apesardequeyasehaevaluadosu
efectoen célulasdeorigen epitelialnormal. Porestarazon, en
elpresentetrabajoseevaludel efectoquetieneel M-CSFsobre
laproliferacion de células epiteliales delineas tumorales de
cérvix (CALO eINBL). Cuando se utilizan concentraciones
bajas se observaun efecto estimulador dela proliferacion
celular, que fue masevidente enlalinea celular INBL. Esto
podriadeberseaqueestalinease obtuvodeun carcinomaen
unestadioclinicoIVB, el cual representa un tumoravanzado
conmetastasisysetratade célulasmasindiferenciadas, las
cuales pueden expresaruna cantidad mayor dereceptoresa
estefactorylalinea CALO presenta un estadio clinicoIIBen
el que el tumor se encuentra bien localizado y atin no hay
metastasisypuedepresentarmenorniimerodereceptores. Por
otrolado, conformeseincrementalaconcentracién de M-CSF
(2 y 1ng/ml) disminuye la proliferacién en ambas lineas
celularesy se observaunainhibicion dela proliferacion de
estascélulas; efectoprobablementedebidoaquelosreceptores
de membrana para esta molécula han sido ocupadosy se
encuentran saturados, razon porla cual no se observauna
mayorrespuestaproliferativa. También pudieraexplicarseen
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términos derecambio oreciclamiento del receptor para M-
CSF. Probablementedespuésdeunirseelligandoasureceptor
seinternalizaysise mantieneel estimulocon M-CSFseinduce
reciclamientodel receptoralamembrana celularyseinicie
nuevamenteun ciclodeproliferacion.

Porsu parte, estos datos contrastan notoriamente con los
encontrados en células epiteliales normales, enlos que se
reportaquealincrementarla concentracion de M-CSF existe
unclaroefectodosis-respuesta’®. Enestecasoseriainteresante
evaluarsilarespuestaabajasconcentracionesestaen funcion
deladensidad del receptor delascélulastumoralesytambién
resultanecesariocompararladensidad dereceptorespresentes
en célulasnormales, ya que de demostrarse este hechonos
estariaindicandouna clarainfluencia de estamoléculaenla
proliferacion decélulasepitelialestumorales.

Cuando se evalud el efecto del M-CSF en fibroblastos de
cérvixhumano,losresultadosmostraron quehayinduccionde
la proliferacion significativa, lo cual demuestra la fuerte
capacidad mitogena del M-CSF en fibroblastos y concuerda
condatosyareportados paraestamolécula®. Estosresultados
sugieren que las células normales inducen la expresion de
receptores, mientrasquelascélulastumoralesparecenexpresar
constitutivamenteunaciertadensidad dereceptoresquepueden
saturarse rapidamente, por lo cual no responden a altas
concentracionesdeM-CSF. Sinembargo, estosedebedemostrar
para poder hacer generalizaciones. Los resultados aqui
presentados muestran que el M-CSF tiene un claro efecto
proliferadorenlasdoslineastumoralesdecélulasepitelialesde
cérvixhumano: CALO e INBL,lo que estariaindicandouna
funcidon mas general de esta moléculaenla proliferacion de
células epiteliales normales y tumorales, representando
capacidades aiin no demostradas para células epiteliales
tumorales,indicandoestoquesilascélulastumoralesproliferaron
enrespuestaal M-CSF, sedebeevaluarlapertinenciadeusarse
comotratamientoterapéutico,yaqueseestanutilizandoestos
agentes en pacientes con ciertos tipos de tumores (pulmon,
mama,ovarioyendometrio).Seriaconvenienteevaluarel efecto
deestosfactoresestimuladoresdecoloniasenlospacientes para
evitarunamayor proliferacion delas célulastumorales.
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