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RESUMEN

Desde el descubrimiento de las encefalinas en el afio 1975, se han dedicado largos afios de investigacion
al estudio de los péptidos opioides. En un principio se analizé su papel en el sistema nervioso como
neurotransmisores, neuromoduladores y factores tréficos. Posteriormente, al ser encontradas en células del
sistema inmune al igual que en tejidos en desarrollo, se sugirio su intervencion tanto en la inmunoregulacién como
en los procesos de proliferacién y diferenciacion de algunos tipos celulares. La proencefalina (PENK), proteina
precursora de las encefalinas, es una molécula de 27 kDa cuya secuencia estd altamente conservada entre especies
animales muy distintas. Un dato importante, es que en todos los tejidos embrionarios, a pesar de que los altos
niveles del mRNA de la PENK, y de su producto de traduccidn, no se producen las encefalinas. Las
investigaciones realizadas sobre los péptidos opioides y el desarrollo tisular durante los dltimos diez afios
consideraron siempre a la PENK como un mero precursor proteico, siendo las encefalinas liberadas al medio
extracelular las responsables de los efectos sobre los procesos de proliferacion y diferenciacion.

Sin embargo, existen estudios recientes que sugieren que la molécula de la PENK per se participa en la
regulacién del ciclo celular. Entre las evidencias que sustentan esta idea estdn: 1) se observo a la PENK intacta en
el nticleo de células mesenquimaticas, y su localizacion intranuclear difirié dependiendo de la etapa del ciclo
celular en que se encontraban dichas células; 2) en fibroblastos embrionarios de ratén, se comprobé la presencia
de un mRNA de PENK que no contiene la secuencia que codifica para el péptido sefial y las proteinas que
produjo este mensajero, especificamente aquellas de 34-32 kDa, se localizaron en el nicleoplasma ylos nudeolos;
3) la molécula de la PENK posee dominios de unién al DNA v una secuencia rica en aminodcidos dcidos que
recuerda a la de ciertas proteinas nucleares relacionadas con la transcripcion de genes; y +4) la transfeccidon
permanente y transitoria de un cDNA de la PENK que no contiene la secuencia que codifica para el péptido sefial
produjo un aumento significativo en los niveles de PENK citoplismica y nuclear e indujo un incremento en la
proliferacién celular. 5) fibroblastos de ratén transfectados en forma estable con un ¢cDNA antisentido de la
PENK (knockout) mostraron una reduccién en la proliferacién en cultivo y su ciclo celular se detuvo en la
transicion entre las fases G1/S. A pesar de todos estos hallazgos, el papel que juega la PENK en el nticleo no ha
sido completamente esclarecido.

Por otro lado, el RNAm de la proencefalina se ha encontrado en células tumorales y ademads ciertos tipos
de tumores poseen la proencefalina nuclear, Las leucemias, son las células tumorales sobre las que mis se ha
trabajado en el laboratorio, analizando el papel de la proencefalina en los procesos de proliferacion y
diferenciacién celular. La linea celular HL-60, proviene de una leucemia promielocitica humana y presenta altas
concentraciones de PENK en los nucleolos. Contrario a los resultados obtenidos en fibroblastos de ratdn, en
estas células, la transfeccidn transitoria del segmento denominado PLBC-1 (un ¢cDNA construido en el
laboratorio que contiene solamente el exdn III de la PENK de ratdn, y por tanto carece de la secuencia para el
péptido sefial) no tuvo efecto sobre la proliferacion. Sin embargo, esta ausencia de respuesta podria deberse a que
se necesitaban altos niveles de expresion de la PENK nuclear en forma constante. Por esta razdn en el laboratorio
se generaron clones de células HL-60 transfectadas en forma estable con el ¢cDNA antes mencionado. Este
trabajo de tesis forma parte de una proyecto global del laboratorio y tuvo por objeto establecer algunas de las
caracteristicas bioquimicas de estos clones. Se realizé ademis un estudio comparativo con células HIL-60 silvestres
diferenciadas a neutréfilo o macréfago, en las cuales se analizé el mRNA de la PENK, por una reaccién en
cadena de la polimerasa acoplada a transcripcién inversa (RT-PCR), y los péptidos derivados de la PENK (PDPs)
por inmuno-eletrotransferencia (Western-Blot).

Los datos mostraron que la diferenciacién celular aumentd los niveles del mRINA de la PENK vy delos
PDPs. Como ha sido ampliamente reportado, la diferenciacién celular inhibe la proliferacidn, el mismo resultado
se habfa encontrado en el laboratorio en los clones de las células que contenian en forma estable el construido
PLBC-1; lo que sugirié que se deberian producir cambios bioquimicos similares. Para comprobar esta hipotesis, se
caracterizaron cinco clones que habian presentado diferentes porcentajes de inhibicidn de la proliferacion celular.
La transcripcién del cDNA transfectado se comprobé mediante RT-PCR, se cuantificaron los péptidos denvados
de la PENK (PDPs) por radioinmunoensayo (RIA) y electroforesis en gel seguida de inmuno-electrotransferencia,
y se estudid la localizacién subcelular y subnuclear de la PENK y los PDPs por medio de inmunocitoquimica.
Estos resultados mostraron que la disminucién en la proliferacidn celular inducida por la diferenciacion a
neutréfilo, o por la transfeccién en forma estable del PLBC-1 produce un aumento en los niveles de la PENK
nuclear de 34-32kD. Ademis, comprobamos que la immunoreactividad del nicleo se localiza fundamentalmente
en los nucleolos. Estos resultados son opuestos a los observados en células no transformadas en cultivo, como las
de origen mesenquimatico, lo que sugiere un efecto inhibitorio especifico, al menos en este tipo de células
tumorales, donde podria actuar como un supresor de esta actividad.
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INTRODUCCION

Los opnceos son alcaloides de origen vegetal c1r1ctcn2'1dos por su cfecto narcético,

cuya '1ct1v1d1d se- puedc mhlbl.r e incluso revertir por un 'mt'tgomst'l de 1'1 morﬁnq Tr1b1]os

‘ rC"l].l?'ldOS al.i 1mc1o de la década’ de 1970 dcmoatmrorx 1:1 existencia de compuestos bmul'lrcs ala

morﬁnq, oploxdcs dc_ n-mlmlczn PtOtClC"l ‘en’ el cerebro de; os mamiferos Dcsde Lntonces se

s de’v70 alcaloides,

resinas, c'lrboh_ldmto sas'y  muchas  otras

substancms ‘entre la’s que destacan unos 25

FIGURA 1. Esquema de la

. y componentes ct:uo cuvos derivad lean en
Amapola Papaver somniferum P a S, cuyos derivados s¢ emp
de la que se extrae la substancia las industrias fnrmaccuncn, alimenticia, de pinturas y

conocida como opio (2).
de jabones, entre otras (1).
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NH2
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OH HO-Met3:::Gly2
o |
Phe+.Gly3
MORFINA NALOXONA

MET-ENCEFALINA
FIGURA 2. Comparacion de la estructura de la morfina con la naloxona y la met-

encefalina. Se observa la correlacion entre la estructura aromatica de los tres
compuestos (Modificado de Borsodi y Toth, 1995).

Las encefalinas v endolfinds fucron los primeros péptidos opioides en ser aisl'ldos. En

1975 Kosterlitz v \V’lterﬁdd cncontmron un f’lctor que inhibia’ la- hbcmclon de qceulcolm'l

I'x B-cndorﬁnq (Bmdburv et al, 1976). Cinco afios

dcspucs se'; _caracterizo . a"l'l tu:cer'l fqmlln de opioides peptidicos, denominadas dinorfines

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

w

. U A



TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Biosintesis de neuropeptndos

Las protemas son la e*(presxon de la mformacxon contemda en el DNA. Su sintesis es

molecuh sufre modlﬁcacnones espectﬂcas que consxsten en edn:arla Y anadu' nucleotldos a cada

e\Tremo de la hebra pam proteger al tr:mscnpt gradacién ‘enzimdtica y favorecer la

union del mRNA a 1os rilxsonus, Cuando la RNA pohmer:;sa Il ha producido alrededor de 25

n Un ' 7-metilguanosina en el extremo 5',

‘nucleotldos de RNA un trio de enzxma
B conocxdo como "5 Cf’P" gmcms al cual s p
‘ moleculas de RNA

A contmuacxon se remu e

'iblé‘distinguir el mRNA de otros tipos de

- tos o intrones que no se requieren en los pasos
: “V',isubsecuentes y los fragmentos restantes’o oS se unen para formar una secuencia continua.
. cor errpalrm (splicing), participan complejos de
small - nuclear ribonucleoproteins) que contienen

. 200 nucleétidos (snRNAs, small nuclear RN 1s),

TESIS COV 7
FALLA DE ORIGEN




complc;o ll'umdo t‘JP/ltc'ﬂ\oll/zl ¥ de hccho tOd’l 1'1 rmccton ocurrc dcntr ‘de’ este comple)o

000) El ﬁml de la'se

(\clson \ CO\?

del mcns'qcto dcl nuclco hacia ¢l cltopl'lsm'l. .

ONA molde «Promotor —
TRANSCRIPTO 5
PRIMARIO

llq!:%ii ey

e vnenrn
Corte de Intrones  C— E RNA extra
4 Poliadenilacién
Empalme de exones
N ne-OH

mRNA MADURO T N S g - AdA(@)er-OH(3)

FIGURA 3. Esquema del proceso general de transcripcion de un gen y procesamiento del mRNA
resultante. La RNA -polimerasa ll es la enzima encargada de la elongacién del transcripto primario a partir de una
de las hebras de la doble hélice del DNA correspondiente al gen que se va a transcribir. Aproximadamente un
tercio del RNA del transcrito primario o pre-mRNA se elimina por accion enzimatica (Modificado de Nefson & Cox
2000).
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FIGURA 4. Esquema del transporte intracelular y procesamiento postraduccional de proteinas en la via

secretora. (Modificado de la figura original de Mains et al, 1990)
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Acrualmente estd bxen establecxdo que la’familia 'de proteinas convertasas (PCs) es responsable
de la catdlisis de protemas precursoras de neuropeptldos (Salzet et al, 2000; rev. en Teran,
2003). :
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NEUROPEPTIDO

FIGURA 5. Maduracion enzimatica del precursor de neuropéptidos. Para liberar las secuencias de los péptidos
derivados de los precursores, se cortan por accion enzimatica los aminoacidos basicos adyacentes: lisina (Lys) o

arginina (Arg) (Modificado de Rossier, 1993).

Identificacidn de péptidos opioides
Las encefalinas se liberan hacia los espacios extracelulares, por lo que pueden

identificarse en los fluidos después de estimular su produccxon (Rossxer 1993) a través de

y'uha Leu-enk en el -COOH), el péptido F
péptidos BAM 22P, BAM 20P y BAM 12P y
escrito sélp por su peso molecular: 23.3, 18.2, 12.6,
: Sinencefalina (SYN), Péptido B y Péptido I

11



;peptldos BAJ\/[P 22, 2O y 1 :
sinencefalina (SYN) y el peptxd

ntienen 3 exones equivalentes y 2 intrones El



vb.” Las snmihrudes entre los dos




B W B [l P2 Proencefaiina

R = i
22 B 2k
Sy £22 126 kDa
B8 o6kDa
B g deka
B8 — NH, AMIDORFINA
—— I 53k0a
g [m] 49 kDa Péptido |
B {[]] 32«pa Péptido E
& samar
B sam2op
SYNENCEFALINA B oamiep
B8 MeT-ENCEFALINA B
—/) 36 kDa

. OCTAPEPTIDO

B
il —VF7) 36 kbDa
LEU-ENCEFALINA pep

Z : TIN
A2 yepraperTin —-—f ENKELITINA

FIGURA 6. Péptidos derivados de la PENK en la médula adrenal de bovino.
(Modificado de Rossier, 1993).
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3500nt

GEN 1 B s o<t ]

TRANSCRIPTO

PRIMARIO

mRNA
MADURO

PREPROENCEFALINA %
PEPTIDUSA

SENAL

PROENCEFALINA

SYNENCEFALINA - OCTAPEPTIDO
E MET-ENCEFALINA 7/ HEPTAPEPTIDO
m LEU-ENCEFALINA ey INTRONES

FIGURA 7. Expresion del gen de la proencefalina. El gen de la PENK de rata esta formado por tres exones y
2 intrones. Al transcribirse se genera un transcripto primario que pierde los intrones en un proceso de corte y
pegado ("splicing), io que genera mRNA de 1.4 kilobases. La fraduccion de este mRNA inicia en el cuarto
nucledtido del exon 2 y da lugar a la preproencefalina. Los primeros 24 aminoacidos corresponden al péptido
sefial, secuencia que da entrada a la preproproteina hacia el reticulo endoplasmico. Al eliminarse el péptido
sefial queda el precursor protéico o proencefalina, que dentro de !as membranas reticulares sufrira las
modificaciones postraduccionales que daran lugar a las encefalinas (Modificado de Weisinger 1995).
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Dlstrxbucwn tlsular de la proencehlma

_sistéma nervioso.:




(PENK-A ,'en~d;s§1ntos lma)es celulares del sistema hemitico se demostré en 1986 con los

trabajos realizados por el grupo de Monstein, en pacientes con leucemia crénica de células tipo

17




del 51stema 7

nervxoso.

18



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los trabajos iniciales consideraron que la proencefalina se sintetizaba como una

molecula precursom que al entrar.a la via secretora de la celula producm los pepndos opxoxdes




proliferantes no tumorales. .
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HIPOTESIS

Los resultados de, las transfecciones transitorias nos llevaron a averiguar si en estas

células deorigen :leucémic roencefalina nuclear. realmente  participa en el proceso de

éfﬁBﬁonhﬁgs. Para responder a esta
huma.n;'i"dve_la linea celular HL-60,

DN;‘\»:de la proencefalina que

ce'en los ibi’bblas; OS.

el

rotéina ' nuclear (no contiene la

‘se:realizaron estudios moleculares y
ectado, asi como los niveles y

distribucién:subcelular de las proteinas traducida
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OBJETIVOS DEL PROYECTO

ObJetxvo general
iy “Caracterizar por inmunocitoquimica y métodos bioquimicos los pepudos derivados de

la proencefahn1 en clones de la linea celular leucémica HL-60 transfectados en forma estable
(permanente) ‘concel cDNA dela proencefalma que produce la prote1 nuclear :Los clones se

seleccnonaron prevxament“ de acuerdo al efecto ‘que; produ;eron sobre'la roleeracnon celular.

; 1zac10n subcelular y subnuclear de la proencef‘dm"l

~en los clones de células HL- 607unhzando anticuerpos especificos.
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METODOLOGIA
Diagrama de¢ Trabajo

Descongelamiento y expansion de las lineas celulares (clones pw4)

Congelaren N:
para mantener la linea Mantenimiento de las lineas celulares

Homogenato celular Aislamientz del RNA d
N3
Blotting  Radioinmunoensayo Transcripcion reversa Inmunofluorescencia
(Western-Blott) (RIA) (RT) (IF)
[Cualitativo] [Cuantitativo) { d
Reaccion en cadena Observar al
de la polimerasa microscopio
(PCR)

HL-60 silvestres.

Se usaron células leucémicas de la linea HL-60 (American Type Culture Collection,
niumero de catdlogo CCL240) provenientes del sistema hematopoy ético humano (linea celular
de leucemia promuhocmc'l) La mcd1c10n de 1'1 prohfct'lcxon celulm: en estas lme'ls se- u"lluo

por el método dc mcorpomaon dc. umxdx\

cols, 1989). La mctodologn de
de la linea ccluhr HL-60 se, dc

1764-N: El construldo

tr’\l)'uo que “forma: p'ute dc lo
PLBC- 1 donde se mcorporo "‘ ¢ »_v‘ton al pldsmido

pcD\L .1 +) (Im’ltrogui) ién se pre torio _de. Bloquumca Celular del

“Instituto de Flalologn de 1'1
tr'lﬂbfeCCIOI'le estables’ con este: consr_rmdo se reqhﬂron con modificaciones del método

descrito 'mtcnormmte por D'l\’lb ct al’ (1994) Los clones seleccionados presentaron diferentes
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\ de’ O’ ;:elulas v1ables/ ml yel ndmero y vxablhdad de LIS células se

'deteyrﬁﬁﬁé it on e":.tzul de tripin. (Bautista, 1997).

PS Dxferencn 1on neutroflo de las células HL-60 silvestres

Este. proceduruento fue descrito previamente (Bautista, 1997). Las celulas HIL-60
silvestres se Ilevqron a una concentracién de 2 x 10° células/ml,  se. les agregd de

dlmetdsulfomdo (DMSO Sigma Cherrucal) al 1 % o 10 },LNI de_4cido - retinoico - (Sigma

Chemical) y se mcub'u‘on dur:mte 5 dxas en'las’ cond1c1ones mencxonadas anterxormente La

diferenciacién .1' cutrd| » rfologlcos que presentaron las

células; Despues de Ios cinco’ dxas"d diférenciacion a‘s‘;ydel"90 %. de las celulas adquirieron la

morfologia de- grmulocxto ..La pastilla celular se recuperd luego de 3 cnclos de lavado con PBS

y cenmft‘;gjmoln 13001 rp. m. por 10 min. Finalmente esta pastilla se congelo a-70 °C hmsta su

S uso.

e Diferenciacién a macréfago de las células HL-60 silvestres

. Este procedimiento fue descrito previamente (Bautista, 1997). Las células HL-60
silvestres, a’ una: densxdad de 1 x 10° células/ml, se incubaron con 10 nM de 12-O-
tetmdecanoxlforbol 13-acetato (TPA, Sigma Chemical) por 48 h a 37 °C. Las células en
a.ron y‘las adherentes se lavaron 3 veces con PBS, y se despegaron con
: \ I‘de EDTA y’utlhzando un pequefio raspador de hule. Luego de

1:00 r.p.m. por 10 min., las células se congelaron

de las celulas HL-60 a macréfago se confirmé por la
la mtensa adherencia tanto entre ellas como a la pared del

frasco de cultivo.” " -
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e Seleccion de_ los clones de HL-60 parma_ los estudios bioquimicos v de

inmunocitoquimica.

De las transfecciones permanentes con el cDNA del exdn III de la proencefalina de

ratdn, se obtuvieron 12 clones a los cuales se les determiné la incorporacién de timidina
tritiada como medida de la proliferacién celular. Los valores en cuentas por minuto (c.p.m.) se
compararon con los de las células HL-60 silvestres (sin - tmnsfectar) El 90 % de los clones
mostraron . una dxsmmucxon en la'i 1ncorporac1on de la 3H timidina. Para realizar los estudios
bloquumcos se seleccnonaron varios clones, los cuales presentaban diferentes porcentajes de
_inhibicién de la incorporacién de este nucledtido. Se eligieron dos clones con alta inhibicién
(D6E3 y D6D1), dos con niveles intermedios (FID9 y F1G3) y un clon cuyos valores no

diferfan de los presentados por las células silvestres (F1F10).

CLONES de células HL-60 transfectados permanentemente con el cDNA de la PENK:
D6E3 D6D1 F1D9 F1G3 F1F10
% inhibicién 771 75.6 420 36.5 6.4

o Aislamiento del RNNA total

Este procedimiento se describié anteriormente (Rosete, 1999; Teran, 2003). El RNA

total de las células en cultivo se extrajo por el método de Chomezynski y Sacchi (1987). Las
células se deposxtaron en un tubo Eppendorf y se. hsaron con lml de TRIzol  (GIBCO-BRL,
foe Technolognes)vpor cada ‘millén-de elulas( Para permitir laldtsocmcnon completa de los

o.durante 5 min; a 22 °C. A continuacién

‘agitd vigorosamente en un vortex

‘2’ temperatura ambiente. Después, las

°C en una microcentrifuga (Eppendorf). La

kéfir‘i‘é‘ a un tubo Eppendorf nuevo y, se le
recipitd por centrifugacién a 12 000 g, 10 min. a
eca acnon, la pastilla de RNA se lavé con 1 ml de

etanol fno ) 75% y se prec1p1to con una nueva centrifugacién a 7500 g durante 5 min, a+ °C.

(8]
w






. Rea«.cxon en cadena de la polimerasa (PCR)

Con las_ 'ml as clonadas se corrieron tres ensayos con tres pares dxstmtos de

ollgonucleotxdo “senu“do y .mudentxdo del exén III del mRINA de la proencefalma de ratén

1ntet121dos por foe :

‘Tamanho tedrico

: Secuenma (GIBCOBRL) ;
del fragmento

-Nombre'. -

PENK | Exon il .- CAG GAT GAG AGC CAC TTG CT (sentldo) S

raton | mouse JUTR1 GGG GTC ACT GCT GGAAAA antldentldo L 566 pb
(Par#1) | ( ) :
PENK | Exon Il CAG GAT GAG AGC CAC TG CT (sentldo) ‘
(Pfa atg’;) Mouse JUTR2 = CAT AGC CAT AAG AGA CCA A (antlsentldo) L 751pb -
PENK | Exon Il " CAG GAT GAG AGC CAC TTG CT (sentido)
raton [ gxon : AGA AGC TTC TCT TGT TGG TGG CTG TCT 7T (a
(Par #3) ‘ ( ).
PENK |ExonV - GAA GAA AGC CAT. TTG CTA (sentido)

humana | gyonpy - CGT GGC TACGCT CTC GGT TG (antisentido)

Control | ACTIN-1 TC,GGC CGC CCT AGG CAC CAG (sentido)

C TTT ATT GTCACG CAC GATTTC (antlsentldo)

Control | GAPDH- TGC ATG AAT TCT GAT TCT ACC CAC GGC AAG T(5)_
D TGC ATAAGC TTG TCA TGA GCC CTTCCACGAT(a) | 380PD

- La ificaron rﬁbbs eppendorf de 0.5ml, adicionando por cada

muestra, lo siguient oncentracién 200puM de cada uno de los nucleétidos

actwados o dNTPs (Promega) 1 uM de los oligonucledtidos sentido y antisentido




Etapé 2=

Etapa 3

Par #1 PENK ratén

Desnaturalizacion

94°C /-1 min
5°C /1 min

Upper: EXON Il | Alineacion .
Lower. 3'UTR1 | Sintesis °C.,/ 1.5 min 72°C /10 min
) Numero de ciclos S S 1
Par #2 PENK ratdn | Desnaturalizacién -
Upper: EXON Il | Alineacion -
Lower: 3'UTR2 | Sintesis 772°C 710 min
Numero de ciclos O 1
Par #3 PENK raton | Desnaturalizacion 7 '94°C /1 min
Upper: EXON Il | Alineacion +-"85°C [ 1 min
Lower: EXON Il | Sintesis o "72°C /10 min
Numero de ciclos : el 1
PENK humana | Desnaturalizacién ~.94°C/ 4°C /. 1m|n‘ Loe s 94°C 1min
Upper: EXON IV | Alineacion ©55°C1.27 mi 5°C /1 mm[ [ 55°C /2 min
Lower: EXON IV | Sintesis "72°C /1.5 min+ | 772°C /10 min
Numero de ciclos : 1300 : 1
3- actina Desnaturalizacion i g4°c /45 min- .
Control Alineacién o1 e0°C /2 min.- - -
Sintesis .72°C/3min . | 0 72°C/ 7 min
) Ntmero de ciclos R ) S 30 i 1
GAPDH Desnaturalizacion 94°C /5 min - .94°C /1 'min 94°C /1 min
Control Alineacion -60°C /2'min 60°C/ 1 min" 60°C /2 min
Sintesis .72°C /3 min 72°C /1.5 min 72°C/ 10 min
Nomero de ciclos - BEanD 30 1

Los productos de PCR se fraccionaron por electroforesis en un minigel de agarosa al
3% disuelto _en amomguador TAE teiiido con bromuro de etidio y se visualizaron en un

: tmnsxlummador de luz UV (Stratagene) y se compararon con un marcador VIII de peso

: mp,lecular:'((_‘}IBCO). para determinar el tamaiio del fragmento.



e Preparacidn de extractos celulares
Para evaluar cualitativa y cuantitativamente los péptidos derivados de la proencefalina

en los clones transfectados y en las. células' silVéstres, ambas se cultivaron hasta obtener

alrededor de 50 mdlones de celulas de cada 11‘ e Se lavaron 3 veces con PBS, se centrifugaron

a 2000 rpm por IO mm, y el pellet e ongelo a -70°C. Postenormente los extractos se

. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunoelectrotransferencia

Las ahcuotas de los extractos celulares se diluyeron en solucién amortiguadora para
muestras (amortiguador de L1emh ‘5 ml de 4X Tris-Cl/SDS pH=6.8, 20 ml de glicerol; 4 g de

29
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. graﬁcaron atraves del programa Prism 3.0.




e Cuantificacidén _de los péptidos derivados  de la__ proencefalina __ por

radioinmunoensayo (RIA)

Los procedimientos descritos en este apartado fueron previamente publicados por el

laboratorio.

" Preparacién de las muestras. Con base en la cantidad de proteinas, se liofilizaron

ahcuoms de'1 ml y.2 ml de. los sobrenadantes de los homogenatos celulares en tubos de

pohpropxleno y,utlhzan‘do el sistema de Speed Vac. Despues de este tiempo, los pellets se

falina tiene mayor afinidad por el péptido







La sigu nte tabla juemati ontenido de los tubos que se emplearon en este
procedmuento RN DRI

:-VOLUMEN CONTENIDO

"NUMERODETUBO: ' IOMBRE -
% de A" 100ut Dilucion de Ag”

1,234

Dilucién de Ag”

5678 -
R Buffer utilizado

Dilucion de Ag*

Buffer utilizado

SRR XTRPE S
' ey ‘Dilucion de Ab

Dilucion de Ag”*
Dilucién de Ab" -

Diluciones senadas ]
CdelAgfio |

13 vanable
- (Depende del péptido

" Dilucion de Ag”
Dilucién de Ab

Muestras

Ter’rmbnol_ogia utilizada: Ag* = Antigeno radiactivo, Ab = Anticuerpo

Para’cada RIA 'sek‘vglaboré la curva estindar utilizando el mismo
ién Lascurvas estandar contuvieron diez diferentes
alina. :(dbev_‘_SkOOO a 7.81pg) y met-encefalina (de 4000 a
de 'la concentracién del punto anterior, a saber:
25,15.62,7.81y 3.4 pg (Fig. 8).
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21.11( 3 : > > > » ©lc. »
R 500pi 500ul 500pl

Estandar

" FIGURA 8. Esgquema de la curva estandar para el radioinmunoensayo. El asterisco (") indica la solucion primaria
en la que se diluye el antigeno marcado radioactivamente, a partir de la cual se toman pequefios volimenes para las
siguientes diluciones (Velazquez, Com. Pers.).

Antlcuerpos lltllll.ldOb Se utilizaron anticuerpos dirigidos contra diferentes epitopes
de'la PFNI\ (Flg 9)
Sk 1’01c10n c.lrboxllo terminal de la synencefalina [Ty t"‘] ssyn

D \\I"’ "(\uuh‘oln et '11 1998) Este mtxcucrpo (D. \M:)) estd ‘dmgxd

cu'd '1umcnto al 100" cu'mdo se'd}gmo complemmente" :

pndo Rc onoce a h mct-encef'lhna oudad_ en i n 100"/0 ¥y txene‘
Cun crummxcnto dcl 03 % con la Teus encefqhn'l v menos dcl 0.01% con met-encefahn'l- Arg,

d) norfmn yeono,yy ﬁ-endorfma.

[Tyrs3] syn 8370 Met-encefalma Heptapéptido
¢ i
[ = -_E i A
SYNENCEFALINA M OCTA HEPTA

FIGURA 9. Esquema de los epitopes de la proencefalina reconocidos por diferentes anticuerpos

(Modificado de Rossier 1993).
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Anilisis .de resultados. Los resultados se expresaron en picogramos por miligramo

de pro.téfﬁas;- Estos datos se graficaron por medio del progmma Prism 3.0

. Inmunocxtoquxmxca <
: 1(T¢r;’m, 2003). Las células HL-60
cDNA del exénIIl de la é;_oencefaliha

Este procedumento fue’ des

Photoshop 5. 0
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RESULTADOS

1. ClxltiQo v e\'pansi()n de los clones de células HL-G0 transfectadas en forma estable

con cl cDNA de la proencefalina,

'DLde (.l momento en que se lograron los clones de células HL 60 que contienen cl

cD\I. con <.l C\on [T de la proencefalina de raton, sc veia chmmentc que estas cc.lul'\s crecian

a‘una \(.loc1d'1d mucho menor quc lns células HL -60' ml\'catrcs o que otras cclulqb HL-60 -

tmrxsfccmd'\s con diferentes consmudo C no uencni '-fectos sobrc Ia prohfcmcxon cclul'u:
Esta mform'u:lon fue corroborada por 1'1 Drn Padrés con los' d'ltOS de incorporacién de

timidina tritiada (Figura 10).

Incorporacién de 3H-timidina en clones de células HL-60 transfectadas en forma
estable con el cDNA de la proencefalina PLBC-1

200000+

160000+

100000+ : T

50000

Incorporacién de H-timidina (cpm)

Silvestre D6E3 D6D1 F1D8 F1G3 F1F10

FIGURA 10. Estos resultados previos se obtuvieron recientemente en el laboratorio (Padrés y cols) y su manus-
crito se encuentra en preparacion. “p<0.05 comparado con las células silvestres utilizando el ensayo de fa "t" de
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2. Expresic')xi del gen de la proencefalina en la linea celular HL-60, efecto de la
dlfemncmcxon g.eluhr.

La lmea“ celul r de leucemia promielocitica humana HL-60 contiene el mRNA de Ia

proencefalma (an.'ll) Este mensajero solo se detect al utilizar pares de oligonucledtidos que

amphfnc n el e\on Iv. Como control posmvo dela espectﬁcndad de estos resultados, sé usaron

los ‘mismos pares de ohgonucleotxdos que Yot habia usado en una linea celular de

encuentran lkocahzadu en el nu' leo (derola ycols 1998).



ARNm DE LA PROENCEFALINA EN LA
LINEA CELULAR HL-60

FIGURA 11. mRNA de Ia
_____ B-ACTIN proencefalina en la linea
celular HL-60 diferenciada a
neutrdfilo con DMSO y Acido

retindico, y a macréfago con
TPA.

1.2 3 45 6 7 8

1.- Celulas indiferenciadas

2.- Celulas diferenciadas a neutréfilo (DMSO 24h

3.- Células diferenciadas a neutréfilo (DMSO 48h

4.- Células diferenciadas a neutréfilo (DMSO S dias)
5.- Células diferenciadas a macrifago (TPA 48h)

6.- Células diferenciadas a neutréfilo (Ac. retinoico 5d)
7- Marcadores de peso molecular

EFECTO DE LA DIFERENCIACION CELULAR
SOBRE LOS NIVELES DE PROENCEFALINA
EN LA LINEA HL-60
et e ——— 45kDa
TITTm=__ . 30kDa
Fio —— 20kDa
URA 12, ‘ v e w——— ___ 14.3kDa
Inmunoelectrotransferencia de la
proencefalina en células HL-60
utilizando anticuerpos  dirigidos
contra el octapéptido C-terminal de 45kDa
la sinencefalina (anticuerpo DAMS)
(A) y el heptapéptido (B). En los e e - , 30kDa
carriles 1 a 4 se omiti6 el uso del
rimer anticu . .
primer epo 20kDa
- 14.3kDa
1 2 3 4 5 6 7 68 9
1.2.3. y 4.- Controles omitiendo el primer anticuerpo
5. Céluias indiferencladas
6. Células diferenciadas a neutréfilo (Ac. retinoico 5d)
7. Células diferenciadas a neutréfilo (DMSO 5d)
8. Células diferenciadas a macréfago (TPA 48h)
9. Marcadores de peso molecular




La difer ncmcnon celular de la linea' HL 60 produce un an'esto en el crecimiento de la

mxsma y por ende, na marcada disminucién de la prohferacwn celulzu' De acuerdo a los datos

T pa a.dos por el aumento en los

da ‘-de déteccxon del mRNA podria deberse a

una corta vxda media del mismo:




4. C.ar'ictérizacién‘ de los péptidos derivados de la proencefalina en los clones de HL-
60 por mmunoelectrotransferencm

dos los c]ones se observaron las mismas moléculas derivadas de la proencefalina

que se encuentrm en las células silvestres y que sé descnbxeron con anterioridad (Flg 13)
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PROENCEFALINA EN LOS CLONES DE CELULAS HL-60 TRANSFECTADAS
EN FORMA ESTABLE CON EL CONSTRUIDO PLBC-1

45kDa -
T WP (IS MNP Weuer w—— A
20kDa S T e e
oy YR WEE WEY WY e
14.3kDa i
45kDa e e v e e T
it B &
20kDa —_ e —
PR T o W MG e
14.3kDa @
1 2 3 4 5 ]
“H““M-wwww c

_3-—-'”“ g o
1 2 3 4 TESIS CON
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FIGURA 13 . Inmunoelectrotrasnferencia para las proteinas derivadas de la proencefalina en
células HL-60 silvestres (1) y en los clones DGE3 (2), D6D1 (3), F1d9 (4)F1G3 (5) y FIF10 (6). Las
proteinas se identificaron con anticuerpos dirigido contra el heptapéptido C-terminal de la proencefalina
(A), el octapéptido C-terminal de Ia sinencefalina (B) y la sinencefalina completa (C). En )D) se muestran
los resultados que se obtienen al omitir el primer anticuerpo.Resultados de un solo experimento.

Ni




Analisis por inmunoelectrotransferencia de la proencefalina en clones de células
HL-60 transfectadas en forma estable con el cDNA PLBC-1.

2.0

A

N
3,1
L

Densidad Optica
o

o
(43}
1

0.0 s be
Silvestre DB6E3 DeD1 F1D9 F1G3 F1F10

Clones

w
1

Densidad Optica
T

-
1

0 | ]
Silvestre D6E3 D6D1 F1D9 F1G3 F1F10
Clones

(o]
Densidad Optica

DN\

A\

7
wl

Silvestre D6E3 D6Dt1 F1D9 F1G3 F1F10
Clones

FIGURA 14. Analisis densibmétrico de las moléculas de 34-32 kDa en los diferentes clones de células HL-60. A) HEPTA anficuerpo conra el
heptapéptdo, B) anficuerpo confa la sinencefalina completa, C) anicuerpo conta el c-erminal de la sinencerfallina.
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5. Cuantificacion de los péptidos  derivados de la  proencefalina por
rﬁdioinmunoensayo

Los péptidos derivados de la proencefalina presentes tanto en las células silvestres

como en los dlferentes clones, se cuanuflcaron por radioinmunoensayo utilizando anticuerpos

dmgldos contra la porcién carboulo termmal dela smencefalma (proencefa.hna 63- 70) y contra

IS

on nmmatxm secuencnal con

TESIS CON
FALLA D ORIGEN

43




Analisis por radioinmunoensayo (RIA) de los péptidos derivados de la proencefalina en clones de células HL-60
transfectadas en forma estable con el construido PLBC-1.
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FIGURA 16. Localizacion intracelular por inmunofiuorescencia de la proencefalina en células HL-60 silvestres (A, C) y en los
clones F1D9 (B,D), utilizando el anticuerpo dirigido contra las secuencias de la sinencefalina completa (rengl6n superior) y el
octapéptido C-terminal de la sinencefalina (Syn 63-70) (rengldn inferior).
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DISCUSION

Dumnte 70 anos la proencefalina ha sido considerada, exclusivamente, como el

precursor de una gama de péptidos bioldgicamente activos, de los cuales los mds importantes

son’ los pepndos opxoxdes ¥, entre ellos las_encefalinas, que fueron los” primeros de estos

peptndos en ser'descublertos Esto es de por s un hecho que ocurre en las neuronas maduras

tanto del s 12 nervioso central como del: Fér omo en celulas endocrinas de la

mbrionario se presentm altas

a.p oenéefalma nuclear. Al pnncxpxo la mayoria de los

‘demostrd ‘que:

aumento en la proliferacidn de fibroblastos embrionarios de ratén.

Bl d )



A la presente fesns se demuestm que se produce un aumento snomflcatlvo en los mveles de
las ‘moléculas de 34-32 kDa, y de su inmunoreactividad en los nucleolos. Estos
resultados sugieren que el cDNA transfectado genera un mRNA similar al endégeno
que producen estas células (sélo exén IV}, lo que se demuestra por el aumento en los
niveles de una de sus proteinas, ¥ no en la aparicién de altos niveles de una proteina distinta.
Los experimentos de RT-PCR no permitieron visualizar el mRNA debido, quizi, a que el
mensajero se degrada muy rapidamente.

Por otro lado se demostrd que el arresto del crecimiento que se produce por la
diferenciacién a neutrdfilo de la linea HL-60 induce también un aumento en los niveles
de ,la,proencefalyina nuclear. Es importante aclarar que el dcido retindico se utiliza en la
tempii de pacientes con leucemia por su capacidad de arrestar el crecimiento e inducir la
dxferencnacxon a neutroﬁlo.

Est s esultados sugleren que a dlferencxa de lo que ocurre en células no tumorales al

menos en algunos tipos de levcernia; | encefalma nuclear podria actuar como un supresor




CONCLUSION

En est ‘test se demuestra que en los clones de la linea celular HL-60 transfectados en

forma esmble conun cDNA de la proencefalina de ratén que sélo contiene el exén III, se

produce un aumento  significativo en los niveles de la proencefalina nuclear,

fundamenmlmente en los nucleolos, al igual que ocurre durante el proceso de
dlfercncmcxon a neutrdfilo de esta linea celular. En ambos casos se produce un arresto
del crecimiento que sugiere que, en este tipo de células, esta proteina podria actuar

como un supresor tumoral.
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FIGURA 5. Maduracion enzimatica del precursor de neuropéptidos. Para liberar las secuencias de los
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FIGURA 6. Biosintesis de la pENK en la médula adrenal de bovino (Nodificado de Rossier, 1993)..
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FIGURA 8. Esquema de Ia curva estandar para un radioinmunoensayo Ei asterisco (*) indica la solucién
primaria en la que se diluye el antigeno marcado radioactivamente, a partir de la cual se toman pequefics
volmenes para las siguientes diluciones (Velazquez, Com. Pers.).

FIGURA 9. Esquema de los epitopes de la proencefalina reconocidos por diferentes  anticuerpos
(Modificado de Rossier 1993).
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FIGURA 10. Incorporacion de *H-timidina en clones de células HL-60 transfectadas en forma estable
con el cDNA de la proencefalina PLBC-1. Estos resultados previos se obtuvieron recientemente en el
laboratorio (Padrés y cols) y su manus-crito se encuentra en preparacion. "p<0.05 comparado con las
ceélulas silvestres utilizando el ensayo de la "t* de Student.

FIGURA 11. ARNm de la proencefalina en la linea celular HL-60 diferenciada a neutréfilo con DMSO
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FIGURA 12. Inmunoelectrotransferencia de la proencefalilna en células HL-60 utilizando anticurpos
dirigidos contra el octapéptido C-terminal de Ia sinencefalina {anticuerpo DAMS) (A) y el heptapéptido (B).
En los carriles 1 a 4 se omitio el uso del primer anticuerpo.

FIGURA 13. Inmunoelectrotransferencia para las proteinas derivadas de la proenceflaina en células
silvestres (1) y en los clones: D6E3 (2), D6D1 (3), F1G3 (5) Y F1F10 (6). Las proteinas se identificaron
con los anticuerpos dingidos contra el heptapéptido C-terminal de la proencefalina (A), el octapéptido C-
terminal de la sinencefalina (B) y la sinencefalina completa (C). En (D) se muestran los resultados que se
obtienen al omitir el primer anticuerpo. Resultados de un solo experimento.

FIGURA 14. Analisis densitométrico de las moléculas de 34-32 kDa en los diferentes clones de
céfulas HL-60. A) Anlicuerpo contra el heptapéptido, B) anticuerpo contra la sinencefalina completa,
destaca el clon F1G3. C)Anticuerpo contra el C-terminal de la sinencefalina.

FIGURA 15. Analisis de la concentracion de proteinas totales y de los péptidos derivados de la
proencefalina (Sinencefalina total y Met-encefalina total) obtenidos a partir de los homogenatos celulares
de los distintos clones HL-80.

FIGURA 16. Localizacion intracelufar por inmunofluorescencia de la proencefalina en células HL-60
silvestre (A), y en los clones F1D9 (B), utifizando el anlicuerpo dirigido contra a secuencia de la
synencefalina completa. Localizacion intracelular por inmunofluorescencia de la proencefalina en células
HL-80 silvestre (C), y en los clones F1D9 (D). utilizando el anticuerpo dirigido contra el octapéptido C-
terminal de la sinencefalina.
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