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RESUMEN

El proceso de Ta hematopoyesis o produccion de células de la sangre, es regulada
por una gran varicdad de pioteims Namadas citocinas que se encuentran presentes en el
microambiente hematopoyético. Dichas citocinas son sintetizadas por diversos fipos
celulares, como por cjemplo: célulss epiteliales y fibroblastes, enire otros, En afios
recicntes se ha observado que el proceso de la apopiosis también puede reguiar la
hamatopoyésis. La muerte celular por apoptosis ¢s inducida mediante una gran cantidad de
agentes quimicos, entre los que se encueniran las drogas anticancerigenas.

En este trabajo, se demuestra que la droga anticancerigena 5-Fluorouracilo {SFU),
induce Ia apoptosis en tres lineas celulares establecidas de diferentes linajes: la leucémica
promisliocitica hurnana HLAY), Ia macrofigica P388 y s fibroblastica L929. Cuande se
cultiva con 5FU Ia viabilidad celular disminuye a medida que anmenta Ia concentracién y
el tiempo de cultivo. Las pablaciones iniciales decayeron a la mitad de su nimeso entre las
48 y 72 horas a concentraciones menorcs de 120 ng/ml, las cuales fueron evaluadas por ¢l
método de exclusion con azul tripano. Ademis, se observd que a las 48 horas de cultive
can el 5FU, 1929 sufre un 50 % de apoptosis, P388 un 75 % y HL60 un 67 %% cuando se
evaluaron por morfologia apoptitica, condensacién del ADN, y mediane la fragmentacion
del ADN, a través de la incorporacitn de timidina tritiada.

Los medios condicionados de las tres lineas celulares en presencia o ausencia de
5FU fueron colectados y se les evalud su capacidad proliferativa sobre ¢élulas de médula
Gsea mediante ensayos en liquido y formacién de colonias. Se observéd que mingin medio
condicionado de HLGO en presencia 0 ausencia SFU present$ actividad proliferativa
mientras que los medios condicionados de L929 tanto en presencia como ausencia de SFU
presentaron actividad proliferative en medio liquido, sumentando ésta en los medios
condicionados obtenidos de P388 y L929 en presencia de 60 ng/ml con SFU; y se corrobord
por la capacidad de formar colonias en agar. Las colonias observadas por los medios
condicionados de P388 y L929 en presencia o ausencia de SFU pertenccen 2l linaje
monocito-macréfago vy granulocitos. Lo antes mencionado nos sugiere que las lineas




celulares son inducidas a fa apoptosis por la adicion del SFU y como resultado, las células
s0n capaces de incrementar Ja sintesis o liberacion de citocina (s) al medio extracelular; por
1o tanio, se discute un posible mecanismo donde la muerte celular por apoptosis pudiera
regular la hematopoyésis 2 través de la sintesis o liberacién de proteinas con capacidad
hematopoyética proliferadora.



1.- MARCO TEORICO.

1.1.-BIOLOGIA DE LA HEMATOPOYESIS.

Todas las células que forman los diferentes tejidos de un organismo, mueren
continuamente, por lo qu-e necesitan ser sustituidas por células nuevas, [o que s posible
gracias a una estrecha relacién entre los procesos celulares conocidos como proliferacion,
diferenciacién y muerte ¢elular los cuales son regulados por mecanismos genéticos y
bioquimicos.

La hematopoyesis consiste de una seric de eventes que involucran la produccion de
las céluias maduras de 1a sangre a partir de unas células hematopoyéticas conocidas como
células madre totipotenciales hematopoyéticas (CMTH del inglés Stem Cell
Hematopoyetic) (Beck, W. 1591). Las CMTH ¢n ¢l adulio residen principalmente en ¢l
tejido blando conocido como la médula ésea, que se localiza en los huesos largos y planos
tales como ¢! fémur, las costillas, et esterndn y Jas vértcbras del humano y vertebrados
superiores (Dexier, T.M. 1990}, |

Se estima que las CMTH representan sélo el 0.01-0.05% de Is poblacién total de
células hematopoyéticas de la médula ésea (Miller-Sicburg, C.E. 1995) y Ias dos
propi¢dades mas importantes de las CMTH, son la capacidad de autofrenovacitn y la
diferenciacién; esto es, pueden originar a células idénticas a ellas mismas o madurar a los
diferentes linajes celulares que componen el tejido sanguinco: tanto células progenitoras
hematopoyéticas (CPH del inglés Cell Progenitor Haemopoietic) como a las célujas de 1a
sangre. eritrocitos, granulocitos, monocitos, linfocitos y megacariocitos, las cuales pierden
la capacidad de autorrenovarse (Mayani, H.  1997; Klein, G. 1995; Lipez, KX, 1995;
Muller-Sieburg, C.E. etal. 1995).

El tejido hematopoyético es uno de los mas impontantes del cuerpo humano y en
adultos normales la médula dsea ¢s la fuente principal de maduracién y proliferacion de
células hematopoyéticas; sin embargo, en la embriogénesis ¢l primer sitio hematopoyético
¢5ta en Jos islotes sanguineos del saco vitelino, que aparecen en la cuarta semana después
de la concepeiin (Rjﬂ:md, RA. et al. 1988) y permanece como ¢l sitio activo
hematopoyético temporal hasta las semanas ocho y doce. Posteriormente, las células madre



del saco vitelino migran al higado y es ahi donde comienza la formacitn de las células de
Ia sangre (Liopez, K.X. 1995). El higado fetal s¢ convierte y permanece como el pancipel
sitio de hematopoyésic hasta el sexto mes de la gestacion. Por su parte el bazo inicia su
actividad hematopoyética un mes después que ¢ higado y gencralmente termina al séptimo
mes de ja concepcitn. La hematopoyésis en la médula Gsea comienza en el quinto mes de
Ia gestacion y a finales die éste, es I mayor fuente produciona de las células de In sangre
(Bock, W. 1991) y después de las tres primeras scmanas de vida (postperto) en condiciones
normales, Ja méduls dsca ¢ convierte cn ¢l Gnice sitio activo de la hematopoyesis,
permancciondo asi durante toda b infancia y lu vida adulta (Rifkind, R.A. ot al. 1988,
Lépez, ELX. 1993).

Las primeras evidencias sobre la existencia de las CMTH se dieron en 1961 cuando
Till y McCulloch demostrazcn que ratones letalmente imadindos pueden sar rescatados de
SU muerte segume, si s¢ les inyecta oflulas recién obtenidas de la médula 6sea de ratones
normales. Los grupos celulares formados en el bazo de ratones irradiados contienen
diferentes estitpes sanguineas, comtenidos en grupos o colomias. A las células
hematopoyéticas capaces de formar colonias las definicron como células formadoras de
bazo o CFU-5 (por sus siglas en inglés Colony Forming Units of Spleen) por su capacidad
de autorenovacién y por su habilidad de ociginar a los linajes mieloide, eritreide y linfoide,
5 decir por su capacidad pluripotente de diferenciacion (Rifkind, R.A. et al. 1988). Bajo
condiciones in vitro (en un medio semi-stlido de agar) se ha observado que cuando se
cultivan c€lulas hematopoyéticas de méduta dsea purificadas con un estimulo apropiado
como los factores de crecimiento (CSF's por sus siglas en inglés Colony Stimulsting
Facior) se forman diferentes tipos de colonias dependiendo del factor involucrado (Testa,
N.G. and T.M. Dexter, 1990). Los CSF's son moléculas 6 proteinas que pertenecen al
grupo de Ia citocinas,



1.2-ESTRUCTURA DEL COMPARTIMIENTO HEMATOPOYETICO.

En el interior de un hueso completamente formado, la médula existe como un tejido
conective flojo alamente vasculanzado y enriquecido celularmente. Las células CMTH y
CPH, st encucntran en estrecha asociacion con las células del estroma dentro del
microsmbiente hematopoyético y los procesos normales de la hematopoyésis como Som:
proliferacion, diferenciacién, maduracion, viabilidad y muerte celular, son regulados en
ERn parts por I interaccion con los factores de crecimiento y también por las moléculas
presentes en la matriz extracelular como las colagenas, proteoglicanos, fibronectinas,
tenascinas, lamininas y la hemonectina (Metcalf, D. 1993; Long, M. 1992, Klein, G. 1995).

Las ctlulas hematopoyéticas pueden ser divididas en cuatro compartimenios
celulares dependiendo de la madurez: a) células pluripotenciales primitivas; células
multipotenciales; c) células precursoras comprometidas y dj células maduras, con
funciones especializadas que disminuyen o pierden su capacidad de proliferar (ver figura
1).

El microambicatc hematopoyético cstd conformado por cuatro componentes
imporisnies: 1as células hematopoyéticas, un componente estromal altamente organizado
que mantiene la proliferacitn y diferenciacion de las células hemaopoyéticas; y una matriz
extracelular que permite unir y presentar factores de crecimiento a las células
hematopoyéticas. El estroma, permanece y funciona como base sobre la cual los
progenitores pueden proliferar y diferenciarse (Muller-Sieburg, 1995). Esia conformado
por células como los fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y osteoclastos. Todos
estos 1ipos celulares se encargan de sintetizar y secretar vanas cit«_:inas como los CSF’s,
interferones ¢ interleucinas sl microambicnte hematopoyético (Mayani, H. ¢t al. 1992;
Beck, W, 199-1).
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Figura 1.-Modelo-de fa SematopoyesisFYIE sittema incluye wna serie de pasos que comicuzan ea la

— ———— T3 madre tofipotemcial hematopoyética, 1a cual da origen a Ias clulas progemitoras micloides asi
como progeniieray linfoides y finalmente se diferencian a las célulay madwras de Ia sangre. Un
complejo grupo de hormoaas, factores del crecimiento y citocimas vegulan €l sistema, estimulando a Iay
cftulas hemapoyélicas a s difereaciaciin, perdiendo su capacidad de autorrenovacion. Tomado de
Beck, W. 1991,

Actualmente, la gran mayoria de los factores de crecimiento se han clonado y
purificado, se trata de polipéptidos que en su forma original se encuentran glicosilados
“{Testa N.G. and T.M. Dexter 1990). Se ha obsesvado que una misma citocina puede ser
producida por distintas células y practicamente todas las citocinas tienen variss funciones,
dependiendo del tipo de 1a célula sobre la que actitan, [a cSncentracion a la que acthan y la
presencia de otras citocinas en el momento de su accion (Mayani, H. 1997). Las citocinas,

.——/-- B
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como los factores estimulantes de colonias de granulocitos-monocitos (GM.CSF, por sus
siglas en inglés Granulocyte-Monocyie Colony Stimulating Forming), granulocitos (G-CSF,
por sus sigias en inglés Granulocyte Colony Stimulating Forming), macréfagos (M-CSF,
por sus siglas en inglés Monocyte Colony Stimulating Forming), eritropoyetina (EPO, por
sus siglas en inglés Eritropeietin), Interiucina-3 (IL-3, por sus siglas en inglés Interleukin-3)
y el Factor Steel (SCF por sus sigias ¢n inglés Steel Cell Factor) actian primordialmente
como estimuladores de la hematopoyésis; por su parte, citocinas como ¢l Factor de
Crecimiento Tumoral-P (TGF, por sus siglas en inglés Transfomning Growth Factor-B), el
Factor de Necrosis Tumoral-a (TNFa, por sus siglas en inglés Tumor Necrosis Factor-or),
el Interferon-y (IFGy por sus siglas en inglés Interferon-y) y Ja proteina inhibidora de
macréfagos-a (MIPa por sus siglas ¢n inglés Macrophage lﬂlibltﬂl‘ Protcin-u), actian
fundamentalmente como inhbidores de 1a hematopoyésis (Moore, M. 1991).

La gran mayoria de las citocinas actian de manera parficrina, es decir, en radios de
accion cortos {generalmente dentro del microambicate hematopoyético). Las citocinas se
unen a Ias células CMTH y CPH de diversas formas. Por un lado, son secretadas por
células del microambiente hematopoyético de manera soluble para ser tomadas por las
oSlula hematopoyéiicas o blanco; al parecer, este es el mecansmo més comin (figura 2a).
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Figura 2.-La hematopoyesis es regulada por s
inforaccibn de Ins cflulny hematopeyiticas con Ias
wibtulay ddl microambiente homatopeyitico, Tomado
de Leag, M. 1952.

(Flanagan, J. 1990)].

Por otra patte, al ser
secretadas, pueden unirse a las
moléculas de la matnz extracelular y
ser presentadas de esta forma a su
célula blanco, este mecanismo ha
sido descrito para algunas citocinas
como el GM-CSF ¢ [L-3 [figura 2b,
(Gordon, 1987)]. Finalmente, una
vez que son sintetizadas, las
citocinas pueden no ser secretadas
sing permanecer asociadas a la
membrana plasmatica de la célula
productora; en  esie  caso, la
presentacion a la célula blanco se
hard cuande exista uwn conmtacto
directo célula-célula; esto ocurre en
¢l caso de los factores como ¢l M-

CSF y el factor Steel [figura 2¢

Recientemente, sc han presentado evidencias que sugieren que las HSC/HPC

pueden experimentar mecanismos autdcrinos, es decir, que ellas mismas producen los

factores hematopoyéticos que requicren (Watari, K. t al. 1996).

Todas Ias citocinas actian sobre las células hematopoyéticas a través de la
interaccion directa con recepiores especificos ubicados en fa superficie celular (Olsson, L.

et al. 1992). Dichos receptores son proleinas transmembranales con un dominio

extracelular {que interacciona con la citocina o ligando), una porcién que atraviesa la
bicapa lipidica (transmembranal) y un dominio citoplismico {intracelular).



1.3.-SENESCENCIA CELULAR.

La homeostasis en los tejido normales es mantenida por el balance entre el nacimienio de
células nuevas y la muerte de las mismas, esto es, 1a sustitucion de nuevas células por
aquellas que alcanzan la senescencia celular. La senescencia cefular se define como un

ndmero lmitade de divisiongs celulares 2 cuyo términe s¢ detiene la proliferacién. Existen
dos hipédtesis sobre la senescencia celular, 1) el modelo del dafio ¢ catastrofe, propone ung
acumulacién de dafios o mutaciones en ¢l ADN, ARN o proteinas que conduce a la pérdida
de la capacidad proliferativa; 2) la senescencia es un procese gendticamente programado.
El escape de la senescencia celular es un importante paso para la progresion neoplasica de
los tumeores (Bamet, J.C. 1993).

1.4-PROCESOS DE MUERTE CELULAR.

Existen dos procesos de muserte celular reconocidos por su naturaleza e impartancia
bioldgica: la Necrosis y la Apoptosis. La necrosis es un proceso pasivo que no requicre de
un gasio de energia y produce una respuesta inflamatoria local (también se le denomina
musrie celular accidental), mientras que la mauerte celular programada o apoptosis, es un
proceso active e implica un gasto de energia, que no genera una respuesta inflamatoria
local y algunas veces requiere de la sintesis de proteinas de nove (Earnshaw, A.C. 1995)

(figura 3).




Figura 3.-1a mutric ctlular ¢3 uno de los procesos mis
importantes para Ia reguiacion de Ia homeostasis. Tomado de
Samak, A, 19%.

1.4.1.-MUERTE  CELULAR
ACCIDENTAL O NECROSIS.

La muerte celular por
necrosis es una respuesta a -
cambios patologicos iniciados
fuera de la célula y por una gran
variedad de factores que afectan
la permesbilidad de la membrana
citoplasmitica, generande un
edema celular y eventualmente la
lisis osmotica de la célula. En este
proceso la célula tiene un papel
pasivo en la iniciacion del proceso
de muerte. Algunos factores que
la inducen son: los golpes fisicos

muy drasticos, niveles de estrés

elevados, infecciones virales liticas, venenos, carencia de oxigeno ¢ hipertemia (Cohen, 1.J.

1993; Bowen and Sandra 1990).

Durante Ja necrosis, Ia célula sufre algunos cambios estructurales en los complejos

de! “poro” y las bombas de iones Ca®', Mg® y Na'. Asi, los iones que en condiciones

. normales son bombeados hacia el interior de la célula, ahora son bombeados hacia el

exterior. Estos cambios ocurridos generalmente son drasticos ¢ irreversibles, por lo cual, la

célula o los pusde regular y se increreenta i volamen celular hasta que Ja membrana celutar

s¢ rompe cn pequefios fragmenios celulares. El contenido celular se libera al medio

circundante o extracelular, causa dafios a las células vecinas y se genera una respuesta
inflamatoria local, lo cual contribuye al daiio del tejido (Duke, R.C. 1997).
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1.4.2-MUERTE CELULAR PROGRAMADA O APOPTOSIS.

La apoptosis o muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés,
Programmed Cell Death) incluye cambios morfolégicos y bioguimicos como lo son la
contraceién de la célulz, la formacién de burbujas o prolongaciones de la membrana
citoplasmatica, la condensacién de la cromatina, la degradacidn del DNA v la formacitn de
cuerpos apoptéticos, los cuales estdn rodeados por una membrana (Bowen, LD. and M.B.
Sandra 1990; Squier, MK.T. 1994; Bortner, CD. 1995; Tusha, P.G. 1996, Martins &
Earnshaw, 1997) y son fagocitados por las células macréfagicas (Jacobson, M.D. 1997),
Este proceso ocutre a un tiempo especifico y por lo general durante el desamollo
embrionarie del organismo, aunque también ocutre con frecuencia a lo largo de 1a vida del
organismo (Samali, A. 1956).

En afios recientes, se han establecido varios sistemas in vifro para ¢l estudio de la
apoptosis donde se utilizan células carentes de niicleo, en donde s¢ ha demostrado que
puede dividirse en dos fases denominadas: de sentencia y de ejecucién (Eamshaw, W.C.
1995). En la primera, la célula recibe una sefial externa o interna y s compromete a morir,
se conirae ligeramenie, (lo cual estd asociado con un decremento en ¢l nicleo y
condensacion de la cromatina), la membrana citoplasmatica piexde sus microvellocidades y
disminuye el volumen celular (Montague, ] W. 1996). A esta fase se le conoce también
como temprana © latente. En la fase de ejecucion o activa, ocurre la degradacion nuclear y
de los componentes citoplismicos; estos cambios se llevan entre 15 minutos y 1 hora
(Eamnshaw, W.C. 1995, Lazebnik, Y.A. 1995; Earnshaw, W.C, 1995).

La apoptosis bajo condiciones fisioldgicas normales tiende a ser programada,
mientras que en condiciones in vitro puede ser inducida en diferentes tipos celulares por
agentes enddgenos (generalmente, hormonas) o bien por tratamientos cxdgenos como
irradiaciones-y (Chen, Y.R., Meyer, CF. and T. Tse-Hua), agentes quimicos, virus y

carencia de un factor de sobrevivencia especifico (Tabla 1).
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Tabla 1.-Diforeates agentes inductores de la apoptosis en liness colulares establecidas. ‘
AGENTE NDUCTOR CELULA BLANCO
oonticoudes hepatositos
[ Bvcocaticonics, otoptudo _timocitos
interfrin-y céhulas leucdmicas B
! oo mitrion macrifagos RAW, céhiles B, timocitos, condrocitos
Mgando C1>-93 (APO/FAS-1) _ células T humanas leucémicas Jurkat
Egendo CD-40 céiulas dendriticas
calcio londforg A23187 chlulas J <Elulas B (limfora), diversos ipos celulares
‘ TNF ciulas T humanas leucémicas jurkat
aom de IL-3 lineas hematopoyéticas FDC-P2/185-4
eatoves de forbol, reyos y y UV células leucémicas HL60, Jurkat y timocitos
M‘ 3 de Jero calulas CHO. Rar-1
Wik fibroblastos Rat-1
‘ laciting PHA células T humanas leucémicas jurkat
eawsopores _  chuskWed
LPS + ATP extrwoelular macréfagos do exadado peritoneal
ciclohexnmida + TNFa células leucémicas HEGO, Hela
S-foorouecilo céluias de intesting delgado v colon .
| ctopbeido, promicie, tributiling células U937
Cormids__ fines finfoblastica bumans CEM

La apoptosis involuwcra diferentes alteraciones morfologicas que ademds de
involucrar a la membrapa celular, también felaciona cambios estructurales en el
citoesqueleto, los microtibulos y microfilamentos. Uno de los eventos tempranos de la
apoptosis observados en la membrana citoplasmatica es ta formacion de prolongaciones de
membrana (“zeiosis™), dando la apariencia de una célula hirviendo (formacion de burbujas)
(Cohen, 1.J. 1993).

-

La contraccidn de fa célula o pérdida de volumen se debe a las alteraciones del
reticulo endoplismico, &ste forma pequefias vesiculas que migran y se fusionan con Ja
membeana citoplasmitica, liberando su contenido en la regién extracelular (Bowen, and
Sandra, 1990). La energia (adenosina trifosfato o ATP) necesaria Ia proporciona la
inilooondﬁa que permanece estructuralmente intacta durante el proceso (Samali, A. 1996).
El agua se mueve contra el gradiente osmético y el volumen celular se reduce alrededor del
30-50%. Los cambios en Ia cromatina estin acompafiados por dos cambios en Iz envolture

12



nuclear 1) la redistribucitn los poros mucleares y 2) el desensamble de la ldmina nuclear
debido a su proteolisis (Ghibelli, L. 1995; Earnshaw, W.C. 1995).

S¢ ha demostrade que durante la apoptosis ocurre 13 fragmentacion def ADN en
trozos de aproximadamente 180-200 pares de bases (pb), aunque también se ha observado
que la apoptosis no siempre implica la fragmentacion del ADN. Se han descrito tres tipos
diferentes de fragmentacién del ADN, los cuales pueden distinguirse claramente: 1) la
fragmeniacidn intemucleosomal del ADN (180-200 pb); 2) la fragmentacion de porciones
mas grandes que oscilan entre 50-300 kpb; y 3) la separacién de ta doble cadena del ADN
en dos cadenas sencillas. Varios investigadores han propuesto que los fragmentos de 50-
300 kpb son los precursores de la fragmentos de 180-200 pb, sin embargo, s¢ ha
demosirado que los fragmentos largos de ADN no siempre son los precursores de la
fragmentacion intemucleosomal. La fragmentacion del ADN en dos cadenas sencillas
también se ha obsarvado en la linea celular HLG0 inducida a la apoptosis con campotecina
(inhibe la topoisomerasa I e induce apoptosis), sin embargo, estas cadenas sencillas del
ADN tienen elevados niveles de organizacion por lo que no desempeiian una funcion
imporiante activa durante la apoptosis aunque pueden activar otras sefiales que la induzean
{Bortner, C.D. et al. 1995; Montague, JW. and LA, Cidlowski 1996). La presencia de
diferentes tipos de fragmentaciones del ADN ha llevado a la hipétesis de que existen una o
mas enzimas involucradas en la apoptosis. Hasta la fecha, la fragmentacién del ADN es un
excelente marcador de la apoptosis y ain mis si se comelaciona con los eventos
morfoldgicos de la muerte celular (Hale, J.A. 1996).

Una parte critica de la apoptosis es ¢l reconocimiento especifico y la remocion de
los cuerpos apoptdticos por células profesionales o macréfagos, aunque otros autores
indican que las células epitelia!és tienen también dicha capacidad, por lo cual han sido
nombradas células semi-profesi(;mlcs. El reconocimiento por los macrofagos se hace por
medio de los cambios que sufre la célula apoptitica en su membrana citoplasmética, como
la alteracién de los azicares y lipidos de la membrana, los cuales se unen

preferencialmente a los macebfagos. Er células de mamiferos ¢l reconocimiento de las
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células apoptoticas por los macréfages pucde ser mediado por los receptores de la
vitroneetina o, (CD36) y la trombospodina (Hale, J.A. et al. 1996). Otro cambio
importante en las células apotéticas es la pérdida de la asimetria fosfolipidica;
normalmente, la fosfatidilserina se localiza en 12 membrana interna, mientras que los
fosfolipidos neutrales como ta fosfatidileolina y la esfingomielina se encuentran en la
membrana externa. Se ha observado que durante la apoptosis la fosfatidilserina se
encuentra ¢n la parte externa de la membrana y contribuye al reconocimiento por parte de
los macrdfagos para su fagocitosis (Samali, A. 1996; Hale, 1.8, et al. 1994).

1.5-PARTICIPACION DE PROTEASAS EN LA APOPTOSIS.

La células normales presentan en su citosol muchas proieinas inmaduras, las cuales
S& encueniran como pro-enzimas, cuando existe una seftal apoptdtica el prodominio de
dichss enzimas es liberado y se generan enzimas maduras, denominadas proteasas
(Jacobson, MD. 1997). Se ha observado que los cambios morfologicos y estructurales
durante la apoptosis generalmente se deben a la activacidn de dichas enzimas, las cuales se
encargan de fragmentar o degradar a los diferentes substratos u organelos celulares y
activar a otras proteinas. Actualmente s¢ han descrito dos tipos de proteasas inveolucradas
en el proceso de la apoptosis: las proteasas serinas (Ser) y las proteasas cisteinas (Cis).

Las proteasas serinas se presentan en las células efecioras citotéxicas, donde se
incluyen a los linfocitos T citotbxices (CTL; por sus siglas en inglés Cytotoxic T
Limphocyte), células naturales asesinas (NK; por sus siglas en inglés Natural Killer) v a las
célvlas asesinas activadas por linfocinas (LAK; por sus siglas en inglés Limphokine
Activating Killer). La apoplosis d& la célula blanco puede ocurrir por la unidn de su
receptor Fas (FasR) presenie en la superficie al ligando Fas o por la liberacién de los
granulos celulares efectores. Los granulos celulares contienen perforinas (proteinas
formadoras de poros) v granzimas B, las cuales inducen la fragmentacién del ADN.
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Recientemente, se observd que las granzimas B son capaces de activar a las proteasas
cisteinas (Ghibelli, L. 1995; Tusha P.G. et al. 1996).

Las proteasas cisteinas ahora también denominadas “Caspasas™, estan conformadas
por la familia de la enzima convertidora de interleucina-1p (ICE, por sus siglas en inglés
Enzyme Converting Interleukin-ip). En esta familia s¢ incluye la propia ICE y otras
proteasas similares a ICE conocidas como Ich-1/Nedd-2; [ch-2/TXACE4Il; ICEq I,
Mech2; prICE/CPP32/apopaina/YAMA; Mch3/ICE-LAP3/CMH-1 (An and Knox, 1996},
ICE/LAPS; Mch4/FLICE, ICH3 y FLICEMACH {(Muzio, M. ct. al. 1997), La
sobreexpresién de cada una de estas proteasas inducen la apopiosis a diferentes tipos
celulares (Slater, A F.G. et al. 1995},

Las proteasas ICE fueron identificadas por vez primera en el ¢itoso] de monocitos y
en lineas celulares semejantes a monocitos, tienen un aminoacido Cys*™®® como sitio activo,
el cual se encuentra en la region conservada QACRG (Tushar, P. G. et al 1996; An, S., and
KA. Knox 1996; Whyte, M. 1996), tienen mucha afinidad por las uniones especificas enire
Ia asparagina 6 4cido aspértico (Asp)''® y la alanina (Ala)'"” en la posicion P1 (Kondo, S. et
al. 1996) y tienen la capacidad de fragmentar el precursor inactivo de la IL-1p de 31
kilodaltones (kDa), la prointerleucina-1§ (pro-IL-Ip3) en el sitio casboxilo de Asp para
generar la citocina IL-1p de 17.5 kDa bioldgicamente activa (Jung, Y.K., Mivra, M. and J.
Yuan 1996; Kondo, 8. et al. 1996).

Las proteasas posiblemente se activan en cascada o por jerarquia (Kumar, S and L.
Harcvey 1995; Jacobson, M.D. et al. 1997) como se ha observado en diferentes sistemas, por
ejemplo: las granzimas B activan a las proteasas CPP32, quienes se encargan de activar a
otras proteasas (Zhivotovsky, B.,1996), las cuales a su vez se encargan de fragmentar a su
subsﬁato PARP (ver mis adelante. An, 5. and KA. Knox. 1996).
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1.2.-SUBSTRATOS DE LAS PROTEASAS.

Como ya hemos mencionado, las proteasas ICE tienen alta afinidad a los substratos
que tienen una secuenciz peptidica que incluye un residuo Asp en la posicion 1 y son
activadas duranie el proceso de la apoptosis. Dichas enzimas se encargan de degradar o
fragmentar 2 los distintos substratos como son: la limina nuclear, la polimerasa poly-(ADP-
tibosa) (PARP), ¢l polipéptido Ul RNP de 70 kDa, la topoisomerasa 1, II v la a-fodrina, la
proteina cinasa dependiente de ADN (ADN-PK), las regiones unidas a la matriz (MAR) y ia
proteina nuclear Rel-B (Zhivotovsky, B. 1996).

Caspase-8 ~—+ Caspase-3
P pes —\ Citoesqueleto

Granzima B carparas

¥

Caspage-3 '-.-r- Caspasey — Tanspone

F_r 3 5
N AN

E1gtaln, — PFRRP Rel B
BRA-PK  Topa)
Limupm  METBRGS Topoll

Citoplasma RRYIY AP Hi

Figura 4.- Alguaas vias de activacion de Ias enzimas proteasas “caspasas™ durante la apoptosis
¥ o3 blancos, Tomsadeo de Zhivotovsky, B. 5. et al. 1996,

1.6-REGULACION GENETICA EN LA APOPTOSIS.

Estudios genéticos realizados en ¢l nematodo Caenorhabditis elegans han
identificado, secuenciado ¥ clonado tres genes que ayudan a lz progresion y/o supresion de
la apoptosis: Ced-3, Ced-4 y Ced-9. Los genes Ced-3 y Ced-4 funcionan principalmente

como activadores de la apoptosis, mientras que el gene Ced-¢ tiene un papel protector de la



apoptosis, de esta forma, ced-? regula la expresion y/o activacion de Ced-3 v Ced-4 (Tusha,
P.G. 1996; Jacobson, M.D, et al. 1997). Se han identificado dos proteinas homélogas 2 C.
elegans en mamiféros, la proteina Ced-? es homéloga a ia proteina Bel-2 (23 % de
identidad) y a proteina del gene Ced-3 es homéloga a la enzima de mamifero /CE (29 %
de identidad), aunque aiin no se ha identificado una proteina homdloga de Ced-4 en
mamiferos {Wu, D.1997),

La familia Bcl-2, estd formada por genes que inhiben la apoptosis como Bel-xy,
MCL-1 y Bcl-2, y otros que la accleran como bax, Bel-x, y Bad (McDonnell, et al. 1996,
Jacobsen, 1997; Minn, A J. et al. 1997). Los primeros genes tienen la capacidad de inhibir
Ia activacién de las proteasas semejantes a ICE tal como sucede con el gene Ced-9 en C.
elegans (Wu, D, Wallen, HD. and G. Nuilez 1997}. Todos lo miembros de esta familia
conservan los dominios BH1 y BH2, fos cuales tienen un papel importante en la supresion
de la apoptosis (Slater, AF.G. et al. 1995). Los mecanismos moleculares por los cuales
Bel-2 inhibe la apoptosis son poco conocidos, sin embargo, se ha observado que Bcl-2
actda como un ageniz antioxidante (Richter, C. et al. 1996), contribuye a la sobrevivencia y
disminucién de Ia proliferacién celular debido a la prolengacién de Ia fase G, del ciclo
celular (Borner, C. 1996) y el mis descrito es en gran parie por interacciones proteina-
proteina donde Ia susceptibilidad a la apoptosis estd determinada por dimerizaciones entre
dos miembros de la familia 4¢/-2 ¢ entre un miembro de l1a familia bcl-2 ¥ otra proteina
distinta (McDonnell, T.J. et al. 1996) como por ¢jemplo: la proteina BAG-1 (Takayama, S.
et al. 1980) ¢ Bad (Yang, E. ¢ial. 1997). Por lo tanto, al parecer la apoptosis se lleva a cabo
o 1w por [a competencia en la formacién de dimerizacionss dependiendo de que proteinas
de 1a familia Bcl-2 interactuen con ellas mismas o con otras proteinas (Yang, E. et al.
1997),

Cuando el oncogene c-myc se encuentra sobreexpresado o mutado, una célula tiene
dos vias opcionales 1) muere por apoptosis, o 2) tiende a proliferar en forma descontrolada.
Cuando sigue [a via apopiética se ha demostrado que c-myc actia ¢n la fase G; del ciclo
celular a través de la activacidn de las proteasas semejantes a la ICE y puede ser bloqueada
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por ¢l gene Bel-2 y/o medianie la adicidn de citocinas especificas, como ¢l factor &
crecimicnto semejanie a la insulina (IGF) (Desbarats, L. et al. 1996; Jung, Y.K. et al.
1996);, sin embargo; existen muchos mecanismos desconocidos de apoptosis que son
independientes de [z expresion de ¢-myc (Ruiz, R M.C. et al. 1995), Aunque, la decisidn de
preliferar o morir via apoptosis por la sobreexpresién’de c-myc depende en gran parte de la
presencia o ausencia de los factores de sobrevivencia extracelulares (Desbarats, L. et al.
1996).

El gene P53, ¢l cual se ha observade es un supresor de tumor, tiene dos funciones
muy importantes ¢ independientes 1) detener la fase G1 del ciclo celular y 2) inducir la
apoptosis. En la mitad de los tumores humanos la proieina P53 sa encuentra mutada ¢
inactiva jugando un papel muy importante en la tumorogénesis debido a que las células no
mueren por apopiosis, La proteina P33 tiene como funcidn reparar los dafios ocusridos al
ADN y aumentar la estabilidad gendmica (Yonish-Rouach, E. 1996). En este tiempo la
célula puede reparar este dafio al ADN, pero si ¢l dafio es irreparable, P53 induce la
apoptosis (Samali, A. 1996),

Otro gens implicado en ja apopiosis es c-fos, cuyo producto tiende a formar
heisrodimeros con los miembros de la familia Jun para repular la proliferacién, la
diferenciacién o la apopiosis. Se ha encontrado que c-fos estd involucrado en la progresion
de la apoptosis, sin embargo, al parecer no juega un papel muy importante ni decisivo en
dicho proceso (Gaijate, C., et al, 1996).

Como ya hemes mencicnado, la apoptosis involucra la sobreexpresion de cierios
genes y la supresion de otros (Lin, X S., et al. 1995), encontrindose que dicha
sobreexpresion se correlaciona a su vez con cambios en los porcentajes de la expresion de
c-mye, p53 y bel-2 en diferentes tipos celulares. Se ha observado que en las células
apoptéticas existen altos niveles del ARNm de los genes c-mye y p33 y de forma contraria,
una baja expresion del ARNm para be/-2 (Handa, A. 1996; Handa, A, et al. 1997).
También se ha observado que las cétulas de colon ¢ intestino delgado inducidas a la
apoptosis por el SFU sobreexpresan Ia proteina p33 posiblemente mutada; mientras que el
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profooncogene bol-2 protege a las células de la apoptosis inducida por la adicién de la
droga citotéxica 5-fluorodeoxiuridina (Fisher, et al. 1993) y s¢ cnconiré también
sobreexpresado el ancogene c-myc (Murakami, T. et al. 1995).

Se ha observado que diferentes virus de mamifaro tienen la capacidad de llevar
consigd secuencias que codifican para proteinas semejantes a los genes ced-9fbcl-2 e
inhibir el proceso de apoptosis tales como: el gene del virus Epstein-Barr (BHRF), el
virus del fever swine Africano (4SFF) y ¢l gene LMWS-HL o también conocido como
A179L y el marco de lectura abierta del gene del virus herpes (ORFI6) (Hale, JA. et al.
1996).

L7.-PARTICIPACION DE MOLECULAS MEMBRANALES EN EL PROCESO DE
LA APOPTOSIS.

Una célula tiende a sufrir el proceso de apopiosis por las sefiales del medio
ambiente que la rodea, las cuales son transmitidas a las sefiales internas de la célula
dependiendo del tipo celular, el estado de maduracién y su desarrollo. Las condiciones
microambientales pueden conducir a la apoptosis, como por ejemplo: la aparicién o
desaparicion de hormonas, la presencia de ciertas citocinas o un cambio directo en las
interacciones intercelulares. En particular un estimulo externo es sblo wna parte de la
informacion que afecta Ia decisién entre la autodestruccion y la sobrevivencia, tal estimulo
puede no ser exclusivo de la apoptosis. De forma similar las sefiales intercelulares de la
apoptosis estin a menudo involucradas en otros procesos como es la proliferacién 6 la
diferenciacién en otros contextos celulares.

Actualmente se han caracterizado dos receptores de superficie celular para citocinas
involucrados en ¢l proceso de la apoptosis: el antigeno Fas/APQ-1 (CD95) y el receptor
para el factor de necrosis tumoral tipo I {del inglés; Tumorat Necrosis Factor Receptor I o
TNFRI). Se ha observado que cuando estos receptores se unen con su ligando natural por
ejemplo: Apo-2 (Pitii, R.M. 1996) o algin anticuerpo especifico, se induce la apoptosis

19

ST el



{Chinnaiyan, A.M. ot al. 1993). Estos receptores se caracterizan por tener regiones
altamente conscrvadas ¢n la regién citoplasmitica llamados “dominios de muerie”
(Brunner, T. et al. 1995; Ju, S.T. et al. 1995). Estos dominios de muerte tienden a formar
complejos con las moléculas acompafiantes; FADD (Chinnaiyan, AM. et al. 1995),
TRADD (Hsu, H. et al. 1995), RIP (Stanges, B.Z. ¢t al. 1995), RAIDD (Duan, H. and V.M,
Dixit 1997) y FLICE (Muzio, M. 1997), las cuales desempefian en papel muy importante
durante la induccién de la apoptosis en la mayoria de las células linfoides.

1.8.1-LAS DROGAS ANTICANCERIGENAS COMO AGENTES INDUCTORES DE
LA APOPTOSIS.

Las drogas anticancerigenas son un grupo de agentes quimicos que dependiendo de
diferentes factores como Ia concentracién, la susceptibilidad de 1a linea celular a 12 droga,
el tiempo de culiivo, el ciclo celular y a fase en la que actia preferentemente la droga, son
capaces de inducir apoptosis (Murakami, T. et al. 1995; Hickman, J.A. 1992; Prikchard,
DM. etal. 1997).

La adicién de drogas anticancerigenas induce a los cultivos celulares a la apoptosis,
por la incorporacién de estas drogas. El S-fluorcuracile (5FU) es un antimetabolito que
involucra la participacién de la enzima timidina sinfetasa (TS), cuando se une al 4cido
félico en su forma reducida inhibe la adicién de nucledtidos timina a la cadena de! ADN
alterando Ia estabilizacion d= la doble cadena del ADN (Prihchard, D.M. ¢t al, 1997).

Se ha demostrado que algunas lineas celulares tienen u na elevada resistencia a un
agente t6xico 6 a niveles citotéxicos de varios agentes letales. Sin embargo, 1a mayoria de
tos agenie tdxicos son capaces de¢ inducir la apoptosis; por-lo tanto, la resistencia a los
agentes citotdxicos es vista como una respucsta adaptativa a la apopiosis. Esta respuesta
adaptativa al parecer es controlada a nivel genético y tiene una gran similaridad con los
mecanismos de resistencia a las drogas o termotolerancia. Une de estos mecanismos, €5 a
través de un incremento del glutatién GSH que le confiere a las células resistencia a las

drogas citotéxicas. Existen muchas células que son multiresistentes o resistentes a varios
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tipos de drogas, lo cual se debe a la sobreexpresion del gene mdr, el cual codifica para la
glucoproteina-P (P-gp)Samali, A. 1996).

1.9.-ENFERMEDADES ASOCIADAS A DEFECTOS EN LA APOPTOSIS.

Muchas enfermedades estin asociadas a una desregulacion de la apoptosis,
observindose una induccidn inapropiada o supresion de la misma. Un incremento en los
porcentajes de Ia apoptosis contribuye a las enfermedades neurodegenerativas tales como la
enfermedad de Parkinson, Alzheimey, Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica.
También juega un papel muy importante en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
{SIDA), dondz la apoptosis 5 responsable de ia efiminacion de los linfocitos T.

La supresién de Ia apoptosis puede conducir 8 una situacién de enfermedad. En
muchos cénceres, la alteracién en la expresion de algunos genes incremenia la longevidad
de las células. En el linfoma folicular, por ejemplo: la sobreexpresion del gene bel-2 inhibe
la apoptosis. En forma similar, en leucemias mieloides crénicas, las células micloides
presentan la forma activada del gene c-ab! nombrado ber-abl, debido a una traslocacién en
el cromosoma 18 y por o tanto son resistentes a morir por apoptosis. Las enfermedades
autoinmnes son €l resultado de Ia inhibicién de la apoptosis, incrementindose la
petsistencia de las células autorreactivas By T.
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2.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Por un lado se ha observado que 1a apoptosis, es inducida por la gran mayoria de los
agentes quimices, de los cuales ya se han descrito algunos mecanismos de accidn; sin
embargo, se desconoce si el SFU induce también la muerte celular programada en
diferentes lineas celulares in vitro.

Por otro Iadoe habria de preguntarse el por que, una célula gue muere por Ia via
celular programada implica un gasto de energia, si esta muere finalmente. Enionces,
pudiera ser que esia célula secrete alguna citocina para explicar ¢l gasto energético.

Algunos estudios han revelado que ciertos tipos celulares cuando son inducidos a la
apoptosis son capaces de fragmentar ¢1 precursor de ia interleucina-18 (IL-18) y dar origen
a la IL-16 madura (Hoguist, K. et al. 1991; Miura, M. et al, 1995); Més recientemente se
demostré que en pacientes que sufien del sindrome miclodispiésico en la médula dsea,
presentan grandes cantidades de factores inhibidores de la proliferacion como son ¢l [FNy y
TNFp. En los mismos pacientes se observo pequeiias cantidades de factores activadores de
Ia hematopoyesis como el GM-CSF (Shetty, V. et al. 1996).

Entonces el presente trabajo ayudaria 1) saber si la droga SFU induce muerte celular

programada o apoptdtica ; y 2) tratar de explicar, ¢f por que las células inducidas a la
apoptosis son capaces de sintetizar y/o secretar alguna citocina (s) que participan en la -

diferenciacion y proliferacion celular, que son de gran importancia para las funciones
especializadas de Jos tipos celulares que constiftuyen al organismo y pennitan la
subsistencia de! mismo, para tener un panorama mucho mds amplic del o los mecanismos
que sucede (r) en un organismo y contribuir a su entendimiento.
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_ 3.-HIPOTESIS.

Es sabido que ciertas drogas anticancerigenas tienen la capacidad de inducir
apopiosis, entre ellas se encuentra al S-Fluorouacilo (5FU), una droga ampliamente
utilizada en padecimientos oncolégicos. Por otro lado es conocido que la mayoria de las
células hematopoyéticas indiferenciadas son activadas a la proliferacién o diferenciacién a
través de citociras, mediante un proceso regulado por interacciones celulares o sus
productos. Por otra parte, como un mecanismo de repovacién las células maduras
hematopoyéticas entran en senescencia y mueren por apopiosis, siendo reemplazadas para
mantener la homeostasis por nuevas células. Suponemos en cofisecuencia que si se usa SFU
como una sustancia inductora de apoptosis se deberd activar la sustitucion de las células
muertas para mantener 1a homeostasis. Por otro lado se esperaria que las células que entran
¢n apoptosis envien una sefial para su sustitucién mediante la secrecion de citocinas.
Dichas citocinas entonces promoverian la proliferacion y diferenciacion de células que
sustituyan a Jas muertas.
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4.-OBJETIVOS GENERALES,

Determinar si el 5-fluorouracile (SFU) es capaz de inducir apoptosis en las kineas
celulares P388, 1.929 y HL6O.

Determinar si las lineas celulares P388, 1,929 y HL60 producen, liberan o sintetizan
alguna(s) citocina (s} al ser iratadas con Ia droga.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la dosis letal media (LDs,) de SFU para cada linea celular.

Determinar si e 5FU induce canibios morfoldgicos en las lineas celulares

Detcrminar 3i ¢l 5FU ¢s capaz de inducir Ia fragmentacién del ADN.

Observar si los medios condicionades de las lineas celulares con 5FU tienen alguna
actividad biolégica en Ia proliferacién de células de médula Gsea.

Establecer Ia presencia de M-CSF en los medios condicionados de las células tratadas
con 5FU.
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5.-MATERIALES Y METODOS.

a).-Material Biolégico,

Se utilizaron tres lineas celulares establecidas: HL60, una linea leucémica humana
en suspension promielocitica y dos lineas de ratén, la linea P388 macrofdgica v la
fibrobldstica 1.929. Las lincas celulares P33R y 1.929 se mantwvieron en medio de cultivo
RPMI-1640 (Sigma, USA) v 1a HL60 en medio modificado Dulbbeco’s Iscove’s (MMDI)
(Gibco, BRL USA) ambos suplementados con suero fetal de bovino inactivado a 56°C por
30 min, (SFB) fHyClone] al 10 % v/v, humedad saturante v 5% de CO..

Para los ensayos de actividad biolégica en la formacion de colonias en agar y en
medio en liquido se utilizaron ratones hembras de la cepa CD-1 de 2 meses de edad, Todos
los ensayos se realizaron por separado ¢ independientes por triplicado, se les calculd la
media y desviacién estindar por ensayo.

b)-Determinacién de 1a Dosis-respuestz a Difereates Concentraciones de 5FU,
Tiempos de Cultivo ¢ Induccitn de Apoptosis.

Las lineas celulares en fase exponencial se cosecharon y se sembraron en placas de
24 pozos (Nunclon, USA) a una densidad de 5 x 10° células/pozo en medio RPMI o Iscove,
SFB al 10 % y en presencia o ausencia de SFU (Sigma Chemycal Co. USA); las
concentraciones que se utilizaron fueron, 10, 60, 120, 200 y 400 nanogramos/m! (ng/ml).
La relacitn de células vivas o muertas se evatud a las 48 horas por la técnica de exclusion
de azul tripano con la aywda de una cdmara de Neubauer (Boeckel Co, Germany) en un
microscopio Sptice usando ¢l objetive de 1¢ X (American Optical, USA).

Para ia induccién de la apoptosis s¢ sembraron 5 x 10° célulasicaja petri de 4.5
centimetros {cm) de didmetro (Pyrex, USA) con y sin SFU {60 ng/mi). ‘
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c).-Evaluacitn de la Apoptesis Medisnte Tincion con Giemsa y Yoduro de Propidio.

Para evaluar si nuestras lincas celulares sufrian apoptosis en presencia del 5FU, se
evalub 12 condensacién del ADN con yoduro de propidio, el cual se incorpora (intercala)
especiﬁcaménte a la doble cadena del ADN, o bien por tincién simple con giemsa, un
colorants hésic:'.s que es muy afin al ADN. Brevemente, las células se adhirieron sobre un
pontaobjeto contenido en cajas petr, en medio de cultivo suplementado con SFB al 10 %
toda la noche. Posteriormente, se les hizo un cambio de medio sin 5FU o con 5FU (60
ng/ml). Las evaluaciones se realizaron en intervalos de 24 horas, Cumplido e} tiempo de
cultivo necesario, 10s portachjetos se lavaron dos veces con una solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS} 1 X y se fijaron al portaobjetos con glutaraldehido al 1.1%% por 10 minutos y
se lavaron nuevamente dos veces con PBS 1 X Posteriormente, se permeabilizaron con
metanol ¢ acetona fria por 10-15 minutos (aproximadamente -20°) y se lavaron dos veces
<on PBS 1 X. Las células adheridas y permeabilizadas se tifieron con giemsa ¢ ¢n su caso
con yodure de propidio {1 mg/m!) por 15 y 2 minutos respectivamente; se lavaron con PBS
o agua destiiada en agitacién continua por 5-10 minutos y se evaluaron en el microscopio
de fluorescencia con luz visible 6 luz vltravioleta en e} objetivo seco fuerte de 100 X
{Olympus B071, Japan).

@).-Evaluacién Cuantitativa de Ia Apoptosis Mediante Is Incorporacién de Timidina
Tritiada.

Oftra técnica que s¢ empleé para la evaluacién de la apepiosis fue por medio de la
incorporacitn de timidina marcada con el radioisotopo tritio. EI ADN de las células en
apoptosis es degradado ¢n pequefios fragmentos, fos cuales pasan a través de los filiros de
papel cosechador ¥ la radioactividad medida corresponde al ADN intacto (Matzinger, P.
1951). Para la linea en suspencion, las cdiulas en fase exponencial se sembraron a una
densidad de 1 X 10° células en medic MMDI suplementado con 10 % de SFB en una caja
petri de 1 ml, bajo condiciones de esterilidad y se marcaron con 3 pi de timidina tritiada
CH)T (5uCi) toda la noche (12 horas). Posteriormente, se lavaron y centrifugaron dos
veces a 330 g con 2 ml de medio RPMI 6 PBS; el botdn celular se resuspendié en 200 pl de
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medio y se pasd a dos tubos cénicos 100 pl en cada uno. A un tubo, con células marcadas
se le agregé 4ml de medio RPMI mis SFB al 10% {control) y al otro tubo se le agregd
medio RPMI, SFB al 10 % y 60 ng/ml de 5FU. Se sembraron en placas de 96 pozos 50,000
células/pozo en alicuotas de 200 pl. En condiciones no estériles, las células fueron
cosechadas a los tiempos determinados con una cosechadora (BRANDEL, USA), 0,'24, 48
¥ 72 horas. Al tiempo 0 (control) se cosecharon 5 pozos y posteriormente cada 24 horas .
Las membranas se dajaron secar por 1 hora al aire libre y cada membrana se puso en un
vial con Sml liquido de centelleo (Ready Safe, Liquid Scintilation Cocktail) y se¢ leyeron en
¢l lector de centelleo (Beckman LS 6500, USA) en cuentas por minuto (cpm). Para las
células adberentes s siguié un procedimisnto similar: Tas células en fase exponencial se
sembraron a una densidad de 20,000 célufas/pozo 12 horas para que se adherieran y
posteriormente se marcaron con ['H]T.
Las cuentas por minuto son sustituidas en la formula segiin Matzinger (1991) :

% de citotdxicidad = cpm Totales (po tratadas con SFUN - com Experinental (ratadas con SEU) x 100
cpm Totales (control sin 3FU)

¢).-Eliminacién del SFU y Conceatracién de los Medios Condicionados.

El S5FUJ en los medios condicionados obienidos de nuestras lineas celulares
interferia en los ensayos de actividad biolégica, impidiendo la proliferacidn de las células
hematopoyéticas ¢ induciendo toxicidad, por 1o que fue climinado de los medios
condicionados obtenidos. Los medios condicionados obfenidos de las lineas en
condicionss normales de cultivo 0 en presencia de 5FU, se concentraron (30-50 veces)
utilizando un SpeedVac (Automatic Enviromental, AES200, Savant) v posteriormente se
dinlizaron en membranas de corte de aproximadamente 3.5-3 kDa (Spectrum cellulose

Ester, Sigma USA) por 72 horas, a 4°C en PBS diluido ¢n agua destilada (relacion 1:4) con '

cambios continuos cada 24 horas para la eliminacidon del SFU y sales. Cada medio
condicionado se utilizo para la formacién de colonias y la evaluacion de la proliferacion en
cultivos de médula dsea en liquido.
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N.-Evalwacin de Ia Proliferacion por Ia Técnics Colorimetrica del MTT.

Esta técnica consisie en medir la actividad de la mitocondria a través de la
reduccion del MIT a formazan, de esta forma la densidad éptica (D.0.) es directamente
proporcional a la proliferacién celufar. En una placa de 96 pozos se sembraron 1 x 10°
células/pozo de médula dsea en MMDI al 20% de SFB y se cultivaron en presencia de los
diferentes medios condicionados (10%) previamente dializados y se evalud a las 72 horas.
La placa se centrifugd por 10 minutos a 267 g eliminando ¢l sobrenadante y se tavé con
FBS, cuidando de no perder fas células y a cada pozo s¢ le adiciond 30 w! (2mg/ml) de
MITT (3-(4,5~dimethiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) diluido en PBS 1 X v se
mantuvo en cultivo por 3-4 horas. Después, la placa se centrifugd a 267 g por 10 minutos y
se lavd con PBS 1X. Finalmenle a cada uno de los pozos se les agregd 50 ul de alcohol
isopropilico (acidico) por 5 minutos en agitacién y la placa se evalué a 570 nanometros
(nm) con un fondo de 630 nm en el lector de ELISA (ELx800, Bio-Tek).

£)~Obtencién de Médula Osea.

Se sacrificaron ratones CD-1 por dislocacién cervical, posteriormente se extrajeron
los fémures, en una caja Pefri con medio RPMI (Sigma, USA). A los fémures se le
-perforaron ambas cpifisis y con la ayuda de una jel‘inga de 1 mi se hizo fluir medio RPMI
de un extremo a otro para la exiraccién de todas las células de la médula éser, colocindose
1a suspensién en tubos conicos para posterionmente ser centrifugados y lavades con RPMI a
330 g por 5 minutos. Para la obtencitn de células precursoras o totipotenciales, se utilizé
un gradiente de densidad de 1.077 (Ficol Hystopague-Sigma), colocdndese 1 ml de éste y
en seguida 2 ml de RPMI conteniendo las células previamente lavadas, se centrifugaron a
330 g durante 15-20 minuios. La cantidad de células obtenidas s¢ determind por conteo
celular con Ia ayuda de una cimara de Neubauer (Boeckel Co, Germany) ¢n ¢ microscopio
de luz visibie.
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h).-Formacién de Colonias de Médula Oser por Bicapa em Agar.

En placas de 24 pozos (Costar, USA) se sembraron 1x10° células precursoras/pozo.
La primera capa estuvo constitnida por 20 % de suero de caballo (S.C. de GIBCO), 20 % de
agar al 6 "/.;, 20 % de RPMI 2 X, 20 % de RPMI 1 X y 20 % de los medios condicionados
obtenidos bajo las diferentes condiciones de cultivo en un volumen total do 1 mi, La
segunda capa estuvo constitwida por 20 % de S.C., 20 % de RPMI, 20 % de agar 3 X, 20 %
de RPMI 1 X conr 1 x 10° células/pozo 8 un volumen total de 0.5 ml/pozo. Como control
positivo se utilizd el factor estimulante de granulocitos-monocitos tecombinante de ratén
(rmGM-CSF) o medios condicionado de pulmon, a una concentracién de 5 ng/pozo (10 i
diluido 1:1000) o 20 % respectivamente. Se evaluaron las colonias por conteo en el
microscopio invertido en el objetive de 10 X y sz conté como colonia todos aquellos
£rUpos que tuvieran un nimero mayor de 20 células.

i)-Dbtencion de Medio Condicionado de Pulmon.

Los ratones CD-1 se inyectaron en fa vena cawdal con 1 ml de lipopolisacarido
(LPS). Después de cuatro horas se obtuvieron los pulmones, los cuales se cultivaron por
tres dias en 7 ml de medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 10 % en tubos de vidrio.
Los medios obtenidos se esterilizaron por filiracion con membranas de 0.22 micras y se les
evalué actividad biolégica por la capacidad de formar colonias y ensayos de proliferacion
en medio ¥quido.

j)-Deteceién del M-CSF en los Medios Condicionados Obtenidos de los Cultives en
Presencia o Awsencia de SFU Mediante Eusayos de ELISA (Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assxy).

Las inmunoplacas {Costar, USA) se¢ ecstabilizaron con 100 ulpozo de medio
condicionado o bien con 50, 25 o 12 ng/ml de la citocina recombinante murina M-CSF,
difuida en amoniguador de carbonatos pH 9.5; se incubé por 2 horas a 37 °C y
posteriormente toda la noche a 4 °C. La placa se lavo 4 veces con PBS-TWEEN (0.1 %) y
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se bloqueé con 100 pl/pozo de PBS-albumina at 0.25 % - TWEEN al 0.1 % durante 30.

minuios a temperatura ambiente. Posteriormente, se volvid a lavar la placa 4 veces con
PBS-TWEEN (0.1 %) v se les adiciond 100 pV/pozo del primer anticuerpo monoclonal de
ratén anti-M-CSF (Genzyme, USA) diluido en PBS-albitmina (0.25 %) a una dilucion de
1:200 y s& incubd durante 3 horas a 37 °C. La placa se lavé con PBS-TWEEN (0.1 %) y s¢
Ie adicioné 100 ul/pozo del conjugado (anticuerpo secundario acoplado a la enzima
peroxidasa) diluido con PBS-albiimina a una dilucién 1:3000 2 horas a 37 °C, se lavd 4
veces con PBS-TWEEN (0.1 %) y s¢ le adicioné a cada poze 100 pl def sustrato de la
enzima 10 ul d¢ HyO, / (OPD, orto-phenilediamina) (6 mg de sustrato en 12 ml de
amortiguador de citratos pH. 5.0), s¢ mantuvo durante [0 minutos en la obscuridad ¥ se
leyd a 490 nm en el lector de ELISA (BIOTEC ELx800, USA).
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6.-Resultados.

Visbitidad de Ias Lineas Celulares Expuestas 2 Diferentes Conceatraciones y Tiempos
de Cultive con SFU.

En condiciones in vifro, Ia viabilidad o muerte celular, via apopiosis depende del
tipo y ¢l estimulo de muerte, por lo que [a mayorfa de las drogas anticancerigenas tienen la
capacidad de inducir apoplosis a concentraciones particulares para cada droga y tipo
celvlar. Generalmente, a concentraciones bajas de la droga, una célula puade reparar los
daflos, ya que su maquinaria celular no es severamente afectads y a concentraciones més
elevadas, los dafios son tan dristicos que la célula muere por necrosis. Con la finalidad de
evaluar el efecio del SFU sobre la viabilidad en cada una de las lineas celulares 1929, P388
y HL6, se emplearon diferentes concentraciones: 10, 60, 120, 200 y 400 ng/mf de la droga.
Los ensayos de viabilidad se evaluaron a Jas 48 horas por medio de la técaica de exclusién
de azul tripano.

Los resultados obtenidos indican que las lineas celulares 1929, P388 y HL&50
cultivadas en presencia de S5FU disminuyen su viabilidsd ripidamente conforme
aumentamos la concentracién de la droga. A concentraciones entre [0 y 120 ng/ml 1a
viabilidad disminuye ligeramente en HL60 y L929 a 38 % v 79 % respactivamente,
mientras que la linea P388 presenté sélo el 52 %. Si aumentamos la concentracion a 200 y
400 ng/ml la viabitidad disminuye atn mas, ya que observamos en HL60 un 47 % y 22 %
en P388, en tanto la linea 1.929 permanecid en 61 % (figura 1},
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Figura 3.-Efecto de las diferentes conceatraciones del SFU sobre fa viabhilidad de los cultivos celulares
evaluaidos por ol métedo de axul tripans a Ias 48 horas, '

Debido a que 1a apoptesis se induce de una manera sutil, y los porcentajes de muerte
celular mas altos se observaron a 200 y 400 ng/ml de 5FU, se decidio ufilizar entonces una
concentracidn de 60 ng/ml de SFU en ensayos posteriores, ya que la muerte celular inducida

a esta concentracidn son menores.
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Para determinar el tiempo en el cual se alcanza la dosis letal media (LDsg) en
presenciz de SFU, las lineas celulares 1929, P388 y HL60 se culiivaron en presencia o
ausencia de 60 ng/m! de SFU y se evalud puevamente la viabilidad por el método de
exclusion de azul tripano ahora =e,n intervalos de 12 horas. Bajo estas condiciones, se detectd
una gran diferencia en la suseeptibilidad de las lineas 1.929, P388 y HL60 a 12 droga; la linea
P388 presentd su LDy a las 48 horas, HL60 a las 64 horas, mientras gue la linea celular
L92% presenid su LDsy a las 67 horas. Las lineas cultivadas en ausencia de SFU a Jas 24 y 48
horas presentaran porcentajes de viabilidad mayores del 90 % hasta las 72 horas (controles).
Por otro lado, las lineas cultivadas con 5FU, presentaron una disminucién en los porcentajes
de viabilidad desde las 12 horas de cultivo principalmente en P388 (85 %), mientras que
1929 decae hasta las 24 horas en un 86 % y HL60 decae hasta las 60 horas al 76 % y
finalmente, a las 72 horas sélo sobreviven el 46 %, 34 % y 22 % de las poblaciones de 1929,
P388 y HL60 respectivamente (figura 2).
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Figura 2.-Evalustién de Ia viabilidad a los diferentes tiempos en los cullivos de las lincas eu presencia o
smyencia de SFU evalmado por xoal tripano. (W) células cultivadas en RPMI y SFB 10% ; ( ) células
cultivadas en RPMI, SFB y 5FU (60 ng/ml),
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Evalnaciin de la Morfologia Apoptética en las Lineas Celulares Tratadas con SFU por
el Método de Tincion en Giemsa y Yoduro de Propidio.

Para demostrar que las células cultivadas en medio RPMI, SFB al 10 % y SFU
mueren por apoplosis, se evalué la morfologia apoptética de cada una de las lineas
celulares usando la téenica de tincidn con giemsa y con yoduro de propidio a las 48 h.

Durante el proceso de la apoptosis son observades difesentes cambios en la
morfologia de la célula como es la pérdida del volumen celular, condensacion del ADN y
formacion de cuerpos apoptdticos, los cuales pueden observarse bajo el microscopio
Sptico. Los resuitados obtenidos, mostraron que las lineas celulares en ausencia de SFU
presentaron las caracteristicas normales de una célula como por ejemplo: una membrana
intacta, un nicleo bien definido e intacto y el citopiasma estable (figuras 3A,C,E,G,LK),
mi¢niras que en peesencia de SFU las fineas presentaron una disminucién en su volumen
celular y condengacidn del ADN, asi como también se detectd la presencia de cuerpos
apoptéticos {figuras 3B, DFHLL).
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Figuras 3 (A 2 D) -Linea celular HLED cultivada en presencia de SFU mweie por spepioris
come se muesiry medianie preparacioncs en citespin ieiides con Ziemsa ¢ yodure de
prvpidio 2 las 48 k. Ay C: echilss cultivadas silo en medio RPMIy S.EB. 1044; By D:
células culiivadas en medios RPML, S.F.B. 10% y 5FU 48h. A ¥ B: células ieiidas con
Giemsa; C y D: células teiisdas con yodwre de propidie haje el shjetive de 108 X.
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Figuras 3 (E2 H) -Lines celular P388 cultivada en presencia de SFU muere por
apepintic coma se muesira medianic preparacioncs ex ciberpin teiidas con giemsa o
yvdure de propidie 2 las 48 h. Ey G: células cultivadas séls en medic RPAMI y S.F.B,
10%; F y H: células cultivadas en medios RPMI, S,F.B. 10% y 5FU 48k Ey F: células

iciidas con Giemsea; G ¥ H: células tefidas con yodure de propidia haje ¢l ehjetive de
X
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Figuras ¥ (12 1) -Linea celular 1929 cultivada en presencia de SFU muzre pax apapiesis come se muesira medizn
preparacisncs en cilerpin teilides can giamsa o yedura de propidio 2 kaz 46 ke L ¥ K: células culiivalar s6le en madis
RPMIy S.F.B. 10%; J y L: células cultivades en medins RI'ML 5.F.B. 10% y SFU Mk [y J: células wehidas con
Giemsa; Ky L: células sefiidas con yaduze de propidie bajs ol objetive dc 108 X
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Con la finalidad de conocer los porcentajes de células inducidas a la apoplosis, s¢
realizo conteo celular a 24, 48 y 72 horas en presencia de 5FUJ. Los resultados mostraron
que a 24 horas se induce la apoptosis rapidamente en las lineas P388 y HL60 a 43 % v 35 %
respectivamente, mientras que la linea L929 sélo presentd un 30 % de apoptosis. Sin
embargo, a las 48 horas se alcanzaron los porcentajes maximos en fas tres lineas, asi L929,
P388 y HL60 preseataren un 50 %, 75 % y 67 % respectivamentie. Finalmente a las 72
horas, los porcentajes de células apoptoticas disminuyeron a 23 % en 1.929, 35 % en P388 y
16 % en HL6O. Por lo tante existe una respuesta diferencial en las tres lineas y P388 resulto

ser mas sensible al 5FU {figura 4).
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Figura 4.-Evaluaciin de la morfolegia apoptotica en las tres lincas celulares mediante citospines
tediidos con giemsa en presencia de SFU a difereates tiempos.




Determinacion de la Fragmentacion del ADN Mediante la Incorporacion de Timidina
Tritiada ({"HJT).

La fragmentacion del ADN puede observarse directamente en geles de aparosa &
i;ldirectamente mediante 1a incorporacién de timidina tritiada (CH]T) al ADN.

Con la finalidad de confirmar que las c¢élulas mueren por apoptosis y el ADN es
fragmentado, dicho evento se evalud a las 0, 24, 48 y 72 heras. Los resultados obtenidos
indican que las lincas cultivadas en medio RFM}, SF.B. y marcadas con (["H{T) (control
negativo) presentaron bajos porcentajes de fragmentacion del ADN en las tres lineas.
Mientras que las lineas cultivadas en medic RPMI, SFB., 5FU y (CHIT) aumentd con
respecto al control negativo, asi a fas 24 horas la linea HL60 presentd sdlo un 15 %, 1.929
wn 35 % y P388 un 46 % de fragmentacion de ADN. A las 4% horas los porcentajes
aumentaron fuertemente en la linea HLG0 a 56 %, mientras que en L929 y P388 silo se
presentd un ligero aumento de los porcentajes a 39 % y 56 % respectivamente. Finalmente,
a las 72 horas la fragmentacién del ADN alcanzé su nivel maximo en las lineas L929 y P383
a 48 % y 68 % respectivamente y Ia linea HL60 disminuyd al 47 % (figura 5).

Fragmentacién de ADN (%)

Tiempo (horas)

Figura 5-Evaluacion de la fragmentacidn del ADN a través de la incorporacitn de timidina tritiada
PUIT en presencia de SFU. [-): células ea medio RPMI suplementado con T0 % de SFB v PHIT; (24,
48 y 72 heras): lineas celulares cultivadas a los diferestes ticmpos con SFU y ['H|T.
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Eliminacion del SFU de los Medios Condicionados Obteaidos de las Lineas por Medio
de Membranas de Diglisis.

Después de drabizar los medios condicionados de fas célutas cuitivadas en presencia
de SFU, se evaluaron estos medios (sin SFU) y sin dializar (con SFU} sobre la linea
macrofagica P38 a las 48 horas por la técnica colorimétrica del MTT. En presencia de los
medios condicionados de 1929 y HLG6O sin dializar, se observd una viabilidad de
aproximadamente 5 % y en presencia de los medios condicionados previamente diafizados,
éstos presentaron una viabilidad def 85-95 %, si tomameos come referencia las células que se
cultivaron en medio RPMI y 10 % de SFB (control negativo}, mientras que solo el medio
condicionado de pulindn al 20 %, medioc RPMI, SFB. se observd proliferacion celular
{control positive). Por lo tanto, nuestros medios condicionados dializados se les eliming
comectamente &l SFU (Figura 6).
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Figura 6.-Evaluacién de la linea P358 ea presencia de o8 medios condicionados concentrados
previameate dializadas (1) y sin dializar () cvaluado a tas 48 horas por MTT. (- ) : negativo, células
ca medio RPMI supiementado con 10 % de S.F.B.; (+) positive, células en medio RPMI-10 % dc S.F.B.
¥ 20 % de medio condicionado de pulméa.
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Evaluacion de la Sobrevivencia y Proliferacion sebre Células Precarsoras de Médula
Osea en Medio Liquide de los Medios Condicionados Obtenidos de los Cultives con
SFU.

El 5FU induce la apoptosis en las tres lineas celulares como se demostro
anteriormente. Para determinar si los medios condicionados obtenidos de las células
cuitivadas en RPMI, SF.B. y SFU presentan una actividad profiferativa, éstos se evaluaron
sobre células hematopoyéticas obtenidas de la médula Osea de raton por MTT a las 48 boras.
Los medios condicionados obtenides de las lineas HL60 en presencia de 5FU no ¢jercisron
ningin efecto proliferativo, sin embargo, los medios condicionados de las lineas P388 v
L9292 obtenidos de los cultivos con 5FU a las 48 y 72 horas, promueven §a proliferacion de
las células hematopoyéticas de ratdén (figura 7).
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Figara 7-Médula dsea ioial en presencia de los wedios condicienados de las limeas celulares
concentrados 39-50 veces y dializados cvalaacién con MTT, (1) nepativo: medio Iscove suplemcniado
con 20 % de suero de cabablo (5.C.); () positive: medio Tscove suplementado con 20 % de S.C. mas 20
% de medio condicionado de palmén; M.N: medios condicionados concentrados obtenidos a las 72
horas de cada una de las lineas cefulares sin SFUJ; 24: medios condiciemados obicnidos a Ias 24 boras
despaés del traiamiento con SFU al 10 % (v/v); 48: medios condicionados obtenidos a las 45 horas al 10
% viv; 72: medior condicionados obienidos a 1as 72 boras al 10 % viv.
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Induccién a la Formacion de Colonias de Médula Osea en Agar por los Medios
Candicionados de las Células en Presencia de SFU,

Para determinar ahora que la citocina o grupo de citocinas, presentes en los medios
condicionados con el 5FU, pertenecia al un gropo de citocinas hematopoyéticas, se evalué
s capacidad para formar colonias sobre células hematopoyéticas de la médula Gsea en agar.

Los resultados obtenidos confirman que ninguno de los medios condicionados
obtenidos de 1a linea HLA0 cultivadas en presencia o ausencia de SFU tienen la capacidad de
formar colonias, pero ahora los medios condicionados tanto de P388 como de L929
cultivadas soko con medio RPMI y SFB. tienen la capecidad formar colonias,
principalmente del linaje monocito-granulocito, ain mas interesante fue que los medios
condicionados obtenidos de P388 y L929 cultivadas en medio RPMI, S.F.B. y 5FU forman ¢
incrementan el niimero de colonias del mismo linaje, lo cual sugiere la presencia de una
citocina hematopoyética en los medios condicionados (figura 8).
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Figura 8.-Evaluacidn de ta capsidad formadora de colonias de los medios condicionados concentradoy
y-diatizados obtenidos de a3 célvlay en presencis de SFU sobre células precursoras de médula fsea. ()
control megativo: medio RPMI suplemseniado con 20 % de S.C; (#) comtrol positive: medio RPMI
wiplemeniado con 5.C. mis medio condicionado de pulmén 20 %; M.N: medios condicionados
concentrados obtenidos a 1as 72 horas de cada una de las lineas cclalares sin SFU; 24: medios
cendicionados obtenidos a lax 24 horas después del tratamienio con SFU; 48: mwedios condicionados
obicnides a Ins 45 horas; 72: medios comdicionndos obtenidos a 1as 72 boras.



Identificacion del M-CSF en los Medios Condicionados Qbteaidos de los Cuitives con
SFU por el Método de ELISA. _

Con la finalidad de saber si Ia formacién de colonias de monocitos-granslocitos se
debia a Ia presencia del M-CSF, por que L929 y P333 la sintetizan en forma constitutiva.
Entonces s¢ realizaron ensayos de ELISA utilizando anticuerpos monocionales contra M-
CSF. Los resultados ebtenidos indicaron que en los medios condicionados de ambas lineas
se detectd Ia presencia del M-CSF en pequeiias cantidades {control), mientras que en los
medios condicionados obtenidos de nuesiras lineas con 5FU, la sintesis del factor pesmanece
constante a las 24 y 48 horas en ambas lineas celulares (figura 9), lo cual indica que o 5FU
no afecta [a sintesis del factor M-CSF.
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Figura 9.-Determinacitn del M-CSF ea los medios condicionados obiienides de Ias céiulas cultivadas en
presencia o susencia de SFU mediante safitnerpas moaocionales anti-M-CSF per 1a técaica de ELISA.
) medion condicionadon obienidos en condiciomados normales de culiive (RPMI + SBF 10 %); 24:
medios condicionados (e 103 culiivos de cadn wan de las lineas celulares oltcnides a 1nx 24 b ton SFU;
48; medies condicionsdos obienidos de Yos coltives a las 48 horas com SFU; M-CSF: ymM-CSF 50
ng/mL.
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7.-DISCUSION DE RESULTADOS.

En ¢l prescute trabajo se determiné que tres lineas celulares de diferente linajes
pucden ser inducidas & 1a apoptosis bejo ciertas condiciones de cultivo en presencia de
SFU. Cada una de estas lineas presenté un claro comportamiento diferente ante el mismo
estimulo y concentracidn, lo que pone en claro las diferencias existentes entre cada una de
Ias lincas celulares.

Por un lado s¢ determinG, que sblo los medios condicionados de la linca
fibroblistica y macrdfagice, presentaron una clara activacién de células de médula dsea en
condiciones “normales” y tambidn en estos medios se detectd la presencia del M-CSF. Por
otro Iado, sorpresivamente se determinG que los medios condicionados de &stas lineas pero
shoea cultivadas con SFU incrementaron la actividad proliferativa y diferenciadora. En los
medios condicionados de 1a linea fibroblistica dichas actividades fueron mas evidentes.
Hay que destacar que sblo algunas lineas presentaron dicha actividad, ya que en HL-60 no
e observh ninguna actividad e proliferacion ni de diferenciacion.

Durante ¢l prooeso hematopoyético que tiene lugar en la médula 6sea, las células
primitivas hematopoyéticas son estimuladas por factores estimulantes a proliferacién o
diferenciacion cuando interactian con sus respectivos receptores de membrana. Algunas
citocinas gue tienen esta capwcidad son los factores como ¢l GM-CSF, G-CSF, SCF, IL-3,
TL-6, principslmente, por lo tanto, puede ser una de estas citocinas que 5¢ encuentren en los
medios condicionados de Ins Mineas calulares inducidas a la apoptosis.

Algunos trabajos, demuestran el efecto de algunas drogas anticancerigenas en
distintos tipos celulares, que tiene como via final fa muerie programada apoptética, la cual,
depende de muchos factores tanto externos como propios de cada linea celular, entre los
mhs comunes estén: Ia concentracion, el tipo de droga, tipe celular, que s¢ encuentren
genes antiapoptGticos activados, en gue fase dei ciclo cclular actiie la droga y ¢l tiempe de
cultivo (Eamshaw, 1995, Lin, X.S. ot al, 1995 ; Tsurusawa, 1997 ; Murakami, T. et al.
1995). En ¢l presente trabajo, se determinaron sélo la concentracién y ¢l tiempo de cultivo,
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los cusles son de los parkmetros mds importantes para inducir Ia muerte celular
programads spoptitics. Nosotros, wilizamos una concentracidn de 60 ng/ml para las tres
lincas celulares, ya que por un lado, s¢ considerd gque ha mayores concentraciones
pudiecemos inducir muerte necritica como ya se ha demostrado por Slater, A, ¥
colaboradores (1995).Pnrouoiado,semideréqucamyortiempodeculﬁvoperoa
bajas concentraciones s¢ incrementa los porcentajes de células apoptdticas tal como lo
demostré Murskami, T. y colaboradores (1995); y Kondo, S. y colaboradores (1996).

Se observd, que cultivando 48 horas nuestras lineas celulares con 60 ng/mi de SFU
S¢ alcanzaron los niveles méximos de apoptosis, los cuales, disminuyeron a [as 72 horas, Se
ha observado, que las células apoptéticas al no ser fagocitadas por células profesionales
como lo son los macréfagos o células dendriticas como se ha demostrado recientemente,
sufren muerte necrética secundaria. Entonces, pudiera set que en nuestros cultivos se haya
incrementado fos porcentajes de oéluas necriticas, lo cual pucde explicar los niveles bajos
de células apoptéticas a las 72 horas en los ensayos de fragmentacion de ADN. En
resvanen, los porcentajes de células apoptéticas obtenidos a las 24 y 48 horas comresponden

& muerte programada apoptitica, mientras 8 las 72 horas representaria principalments
células muertas por necrosis secundania.

Una cékula mieloide o linfoide normal esta sujeta a morir por apopiosis si se activa
con la mayoria de los tipos de drogas, pricticamente en cualquier fase del ciclo cefular es
decir en GO, G1, S o G2 (Lin, X.5. et al. 1995). Sin embarge, ¢n lineas celulares
gencralmente no se observa esie patrén, ya que algunas lincas celulares son mds
susceptibles & sufrir muerte programada apoptdtica en la fase S ¢l ciclo celular, ya que
algunas drogas afectan la estructura ¥ la estabilidad del ADN ¢n condiciones apropiadas
(Hickman, J.A. 1992). Por ¢jemplo: [a linea HLG0 ¢5 mds susceptible a sufrir una mueris
spoptética cuando entra on la fase dicha fase en presencia de drogas (Del Bino, 1994 ;
Muraknmi, et al. 1995). Aunque, s¢ ha cncontrado que otros tipos celulares son més
susceptibles a In muerte programada apoptética al entrar en la fase G1 del cicto celular,
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Poco se sabe, acerca de que el SFU tenga la capacidad de inducir muerte celular
apoptética sobre lineas celulares, aunque se ha observado sobre macréfagos de cavidad
peritoneal que puede inducir muerte celular programada en la fase S y altera
principalmente la replicacién del ADN y el ARN (Prithchard, D.M. 1995; El Alaoui, 1997),
Por lo tanto, es posible que el SFU activa ia via apoptética en la fase S del ciclo celular en
tas tres lineas ceiulares.

Como ya sc menciond, en ningin medic condicionade de HL60 se detectod
proliferacén o diferenciacion sobre células hematopoyéiicas de médula dsea. Previos
trabajos va habian demostrado que los medios condicionados de HL6C concentrados 100-
250 veces no preseniaban ninguna actividad formadora de colonias. Por lo tanto, al
observarse que algunas lineas presentan un efecto proliferador y ofras lineas no lo hacen
nos sugiere que 1) puede deberse al estado de maduracion indiferenciado o promielocitico
de la linsa HL6D, ya que se ha demostrado que muy pocas oélulas precursoras poseen la
capacidad de sintefizar citocinas, mientras que 1929 y P388 poseen un estado de
maduracién mas avanzado que la linea HL60; y 2) que las citocinas sintetizadas por la linea
HLAO no entrecrucen ¢on las de ratén, es decir que sean especie-especificas, ya que HLG0
es una linea derivada de leucemia humana y se evalué sobre células hematopoyéticas de
_ raton aunque, ensayos realizados con los medios condicionados en presencia o ausencia de
SFU sobre fibroblastos nomiales de médula dsea de humane no sc observé ningin efecto
proliferador o hematopoyético (datos no mostrados); mientras que L929 y P388 ambas son
de ratdén y entrecruzan perfectamente.

Trabajos previos desamrollados en el laboratorio demostraron que los medios

condicionados de las lineas 1.925 y P388 son capaces de formar colonias de monocitos-
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Algunos de trabajos recientes, en donde se pone de manifiesto la presencia de
citocinas en células inducidas a la apoptosis son: el de Shetty y colaboradores (1996),
quienes demuestran en biopsias de médula 6sea de pacientes con sindrome mielodisplasico
(SMD), un nimere muy elevado de células hematopoyéticas que se mueren por muerte
programada apoptdtica, por que existe un incremento en los niveles de [as proteinas TNFaL y
TGFp, también cbservaron una dismirucién en la proteina GM-CSF. Las citocinas como el
TNFa y TGFp en cicrtas condiciones de cultivo pueden inducir este tipo de muerte celular
Esto nos Heva a mponér 1) las células son inducidas a morir por apoptosis debido a la
presencia de TNFa, y TGFp; 2) las células apoptoticas secrelen o sinteticen el GM-CSFE,
para tratar de restaurar el equilibrio celular. Sin embargo, debido a que se trata de un
padecimiento, la concentracion del TNF y TGF siempre estaran por encima del G-CSF y el
individuo nunca alcanzara la homeostasis.

Se ha demostrado, en ciertos tipos celulares como por ejemplo, en los timocitos,
cuando se inhibe la sintesis de proteinas, trae como consecuencia la aciivacion de 1a via
apoptética, y en otros tipos celulares, existen proteinas que se sintetizan de novo, las cuales
son requeridag para acelerar la muerte celular. En resumen, pudieran existir vias “alternas”,
las cuales pudiera activar la sintesis de una citocina de novo, para tratar de que mantener un
equilibrio interno; aungue es necesario realizar ensayos posteriores para determinar ssi existe
sintesis de ARN mensajero para diferentes citocinas, utilizando técnicas moleculares como
son : Northem blot, RT-PCR e hibridacién in situ.

De los datos obtenidos en este irabajo, se propone el siguiente mecanismo de
regulacién hematopoyética : Las células maduras al entrar al proceso de muerte celular por
la via apoptética, tienen la capacidad de secretar citocinas al microambiente hematopoyético.
Dichas citocinas cuando se unen a sus receptores (Jos cuales estan presentes en las células
hematopoyéticas), desencadenan los eventos de fosforilacion propios de la transduccion de
sefiales, se activan genes reguladores de la proliferacion y se inicia la fase de sintesis de
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ADN. Através de este proceso las células indiferenciadas proliferan y maduran hacia un
linaje determinado restableciendo la homeostasis def organismo.
citocinas
- activacion

apoplosis
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8.-CONCLUSIONES.

* El SFU es una droga anticancerigena que induce muerte celular programada
por apoptosis, a una concentracion y tiempo de cultivo especifico para cada linea
celular.

* En las células apoptéticas el SFU no afecta la sintesis de M-CSF.

* La muerte celular programsada por Ia via apoptética de cada una de nuestras

lineas celulares induce la secrecién de citocinas con actividad hematopoyética.
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APENDICE 1

Medio RPMI-1640.

El medio se utilizé para mantener en condiciones fisioldgicas estables a las lineas

celulares P388 y 1929, El signiente listado proporciona los componentes del medio.

Aminokcidos

L-Arginina (libre de base)
L-Asparagina (Anhidra)
L~Aspértico

L-Cistina 2 HCI

L-Acido Glutdmico

L~ Glutamina

Glicina

L-Histidina (tibre de base)
L-Hidroxiprolina
L-Isoleucina

L-Leucina

L-Lisina Hel

L-Metionina
L-Fenilalanina

L-Prolina

L-Serina

L-Treonina
L-Triptéfano

L-Trirosina 2Na

L-Valina

mg/l

200.00
50.00
20.00
63.20
20.00
300.00
10.00
15.00
20.00
50.00
50.00
40.0
15.00
15.00
20.00
30.00
20.00
05.00
28.83
2000
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Vitaminas

Biotina
D-Pantotenato
Acido Félico
Cloraro de Colina
Mio-Inosito!
Niacienamida
PABA
Piridoxina HCl -
Riboflavina
Tiamina HCI
Vitamina B12

Sales Inorgénicas

Nitrato de Calcio 4H,0

Cloruro de Potasio

Cloruro de Sodio

Sulfato de Magnesio

Fosfato de Sodio dibasico {anhidro)

Otros Compuestos

D-Glucosa
Glutatién reducido
Rojo Fenot, Na
HEPES

00.20
00.25
03.00
01.00
35.00
01.00
01.60
01.60
00.20
01.00
00.005

100.00
400.00
6000.00
48.84
80.00
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Forima de prepararse : en 950 ml de agua pentadestilada se diluyen 10.39 g de RPMI
-1640 (Sigma, USA), se adicionan 2.0 g de bicarbonato de sodio, ademés los antibidticos
penicilina G160 wml y estreptomicina 100 pg/mi. Posteriormente se aforz a un volumen de
1000 ml, agitindose hasta disolver sin sobre agitar. El medio s¢ ajustaaun pHde 7.2 - 74,
y se esteriliz con yn filtro de membrana de 0.22 pm en presencia de COy, finalments ¢!

RPMI se almacena a 4°C hasta ¢l momente de su uso.
APENDICE 2
Soluciin Amortiguadora de Fosfatos,
Esta solucién se us6 para mantener a las células en condiciones fisiolégicas estables
durantz periodos cortos de tiempo. La capacidad amortiguadora es proporcionadas por las

sales de fosfatos. Los componentes quimicos se diluyen en un volumen final de 1000 ml de
agua pentadestilada,

Componentes g
Clorure de Magnesio 0.1
Clormwre de Calcie 0.1
Cloturo de Sedio 80
Cloruso de Potasio 0.2
Fosfato dcido de Sodio 2.16
Fosfato didcido de Potasio 0.2 .

En la mayoria de ocasiones se prescindié de calcio y magnesio, estas sales no son
indispensables para la finalidad ¢n este trabajo. Las restantes sales se diluyen en 800 ml de
agua bidestilada por agitacién. posteriormente se¢ afora a un volumen final de 1000 ml y
esta solucion s¢ ajusta a un pH de 7.2 - 7.4, la solucién amortiguadora se esterilizd

60




utilizando filtros de membrana (milipore, USA) con un poro de 0.22 um, finalmente la
solucién se almacena a una temperatura de 4°C hasta ¢l raomento de uso.

APENDICE 3

Solucién Amertiguadors de Carbonatos.
Esta solucién se utiliza para estabilizar las inmunoplacas en el ensayo de ELISA, y
sg prepara de Ia siguiente manera;

Componentes ]
Carbonato de Sodio 4,24
Bicarbonato de Sedio 5.04

Todos los componentes se disuelven en 1000 ml de agua bidestilada, ajustindose a
un pH de 9.5. Se almacena a 4°C hasta su uso.

APENDICE 4
Solucién Amoriiguadora de Citrafos.

Esta solucion se utiliza para disolver ¢l sustrato de la enzima peroxidasa (OPD,
orta-phenylediamina) en ¢l ensayo de ELISA, y se prepara de la siguiente manera:

Componentes g

Acido Citrico 21.01
- Fosfato Monoacido de Sodio 28.40
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Se preparan soluciones stock de 4cido citrico y fosfato monoécido de sodio en 1000
mi de agua bidestilada cada una por separado. Se toman 48.5 ml de la solucion de dcido
citrico y se agregan a 51.0t ml de la solucién de fosfato monodcido de sodio. Se ajusta ¢!
. pH d= 5.6 y se almacena a 4°C hasta su uso.

APENDICE 5

Dasactivacién del Suero,

Se tomio una botelia de Suero Fetal de Bovino (Hyclone, USA) y se colocod en bafto
de agua a temperatura ambiente para ser descongelado, posteriormente se pasé a un bafio
maria a 57°C durante 30 min. Posteriormente ¢s trasvasado en alicuotas de 100 ml para su
mejor uso.
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