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RESUMEN

A pesar del avance en el desarrollo de las nuevas terapias para el tratamiento de la
leucemia mieloide aguda (LMA), aun no se ha logrado incidir en la tasa de sobrevivencia y
remision de la enfermedad, por ello sigue vigente la busqueda de alternativas terapeuticas
particularmente de aquellas que promuevan la eliminacidn de células leucémicas sin dafar
a las normales. En el presente trabajo se muestra que los extractos crudos de S.
compositum, S. chinantlense y S. edule grupo varietal nigrum spinosum, tienen actividad
antiproliferativa in vitro afectando drdsticamente a las células leucémicas WEHI-3, sin
afectar de la misma manera a las células de médula dsea de ratén. Para explorar la razén de
este efecto diferencial, se evaluaron los niveles de citocinas involucradas en los procesos de
inhibicion de la proliferacidén y apoptosis, asi como estimuladoras de la hematopoyesis, en
sobrenadantes de cultivos de la linea celular WEHI-3, células de médula 6sea de ratén
normal y suero de ratones tratados con los extractos. Se encontrd que los extractos de
Sechium, inducen la expresion de citocinas como TNF-a y MCP-1, que son fuertes
candidatos para explicar la inhibicion de la proliferacion y muerte de las células leucémicas
in vitro, de manera interesante, cultivos de células hematopoyéticas normales en presencia
de extractos de Sechium expresan GM-CSF pero no TNF-a mientras que in vivo, se
encontraron altos niveles de citocinas promotoras de la hetamopoyesis como el G-CSF y M-
CSF, lo cual podria indicar ademas de inducciéon de la hematopoyesis, también actividad

inmunoestimulante.



INTRODUCCION

HEMATOPOYESIS

Células hematopoyéticas

Dia a dia el organismo debe reemplazar millones de células sanguineas maduras para su
correcto funcionamiento, ya sea para que este lleve a cabo el transporte de oxigeno, algun
evento de coagulacion, o bien la defensa del organismo (Bellantuono, 2004). Las células
sanguineas derivan de un tipo de células llamadas troncales hematopoyéticas (HSC
Hematopoietic Stem Cells, por sus siglas en inglés), en un proceso de compromiso de linaje,
proliferacion y diferenciacion celular conocido como hematopoyesis. La hematopoyesis es
un proceso que se lleva a cabo Unicamente en 6rganos hematopoyéticos (Yin y Li, 2006).
Este proceso se inicia desde la embriogénesis en el saco vitelino, higado, bazo y continuda
durante la vida adulta en la médula dsea (Zambrano et al., 1999). Durante la etapa adulta
del individuo y debido al incremento de las células adiposas en ciertas regiones de la
médula, el proceso queda restringido fundamentalmente a la epifisis de los huesos largos
(fémur y humero), asi como en los huesos pélvicos, columna vertebral, craneo y esternén

(Hughes et al., 1991; Bellantuono, 2004).

Las HSC son células muy primitivas, con capacidad de autorenovacién, constituyen el 0.005-
0.01% (1 HSC por cada 1-2 x 10* células) y residen principalmente en la médula 6sea
(Thomas et al., 1999). En su mayoria se encuentran en la fase GO del ciclo celular
(quiescentes) y se dividen solo para mantener el estado normal de la hematopoyesis o
dependiendo de la demanda de progenitores en el organismo, ciclan muy lentamente,
alrededor de 30 dias en condiciones normales en la médula 6sea de ratén (Cheshier et al.,

1999).

La hematopoyesis se ha podido esquematizar en forma de cascada (Figura 1), en donde las
células troncales hematopoyéticas la encabezan (Szilvassy y Hoffman, 1995; Bellantuono,

2004; Mayani et al., 2007). Debido a su potencial de reconstitucién las HSC pueden ser
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divididas en: células troncales hematopoyéticas reconstituyentes a largo plazo (LT-HSC por
sus siglas en inglés, Long-Term Hematopoietic Stem Cells), capaces de autorenovarse
indefinidamente durante toda la vida; y células troncales hematopoyéticas reconstituyentes
a corto plazo (ST-HSC por sus siglas en inglés, Short-Term Hematopoietic Stem Cells) que
solo pueden autorenovarse durante un intervalo definido de tiempo, alrededor de 4-8
semanas (Weissman, 2000a; 2000b), son derivadas de las LT-HSC y son las que dan origen a
los progenitores multipotenciales (MPP, del inglés Multi-Potent Progenitor), los cuales
tienen como caracteristica, el perder la capacidad de autorenovacién, pero a cambio ganan
un alto grado de proliferacién y diferenciacion (Metcalf, 2008). A partir de estos
progenitores multipotenciales se derivan los progenitores que se comprometen ya sea hacia
el linaje linfoide (CLP, del inglés Commun Lymphoid Progenitor) que dardn origen a los
linfocitos T, B y NK (Kondo et al., 2001; Baba et al., 2004) y por otro lado estan los
progenitores mieloides comunes (CMP, del inglés Commun Myeloid Progenitor), de los que
se derivan los granulocitos, los monocitos, asi como los megacariocitos y los eritrocitos
(Metcalf, 2008). En cuanto al origen de las células dentriticas se ha observado que estas
pueden ser derivadas tanto de los progenitores linfoides comunes como de los progenitores

mieloides (Mayani et al., 2007).

De los CLP y los CMP se originan las etapas celulares intermedias, que son los precursores y
las células hematopoyéticas maduras del torrente sanguineo (Mayani et al., 2007). Las
células comprometidas hacia determinado linaje también conocidas como unidades
formadoras de colonias (CFU, del inglés Colony Forming Unit) y que son derivadas de los
CMP y CLP pueden ser de granulocitos (CFU-G), eritrocitos (CFU-E), megacariocitos (CFU-
MK), granulocito-macréfagos (CFU-GM), células B (CFU-preB), basdfilos (CFU-Ba), eosindfilos
(CFU-E0) y células dentriticas (CFU-Dc) (Kondo et al., 1997; Akashi et al., 2000a; 2000b).
Estas CFU’s son las que dan origen a los precursores de las células maduras y es en estas
etapas finales cuando los precursores asi como las células maduras pueden ser identificados

a simple vista al microscopio (Mayani et al., 2007).

Las células troncales hematopoyéticas, ya sean las LT-HSC, o las ST-HSC, asi como los MPP,

los CLP o CMP, no pueden ser identificadas morfolégicamente bajo el microscopio, sin
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embargo, éstas pueden ser identificadas mediante antigenos especificos de cada poblacion,
lo cual es conocido como inmunofenotipo. El immunofenotipo puede ser evaluado por
microscopia de epifluorescencia o citometria de flujo, debido a que existen
inmunofenotipos especificos para cada tipo y linaje celular tanto para ratdon como para

humano (Spangrude et al., 1988; Bellantuono, 2004; Tamok et al., 2010).



Figura 1. Modelo de la hematopoyesis. llustra los sitios de actividad de los factores estimuladores
de colonias e interleucinas (Tomado y modificado de Schering Plough-SANDOZ)



Regulacion hematopoyética

La regulacion de las HSC es gobernada por dos entidades intimamente relacionadas. Una es
la expresidn de genes y la otra es la composicidén de seiales externas del microambiente de
la médula désea. Los factores de transcripcidon que regulan la expresién de genes, junto con
sefales externas provenientes del microambiente de la médula ésea pueden ser mediadas,
ya sea por interacciones célula-célula, matriz extracelular-célula y por factores solubles
llamados factores de crecimiento o citocinas (Arai et al., 2009). Estos elementos en
conjunto proveen un sistema de soporte estructural y funcional denominado
microambiente hematopoyético (Figura 2), este es el lugar donde se lleva a cabo la
hematopoyesis. El desarrollo de las células troncales dentro de la cavidad dsea es
mantenido por muchas células maduras. El nicho osteblastico donde interaccionan las HSC,
consta de células en diferentes estadios incluyendo preosteblastos, osteoblastos y

osteocitos asi también fibras de colageno (Dominguez, 2012).

Por su parte, las células que constituyen el microambiente hematopoyético son las células
estromales como fibroblastos, precursores osteogénicos, adipocitos, macrofagos y células
endoteliales, que en conjunto producen una compleja trama de moléculas de matriz
extracelular y citocinas. Las primeras consisten de: proteoglicanos, heparan, condroitina,
dermatdn, colageno, fibronectina, hemonectina, laminina y acido hialurénico (Verfaillie et
al., 1994; Klein, 1995) siendo su principal funcion la de proveer el microambiente propicio
para favorecer la sobrevivencia, proliferacion vy diferenciaciéon de las células
hematopoyéticas. Por su parte las citocinas, el segundo tipo de proteinas dentro del
microambiente hematopoyético; regulan la fisiologia de las células hematopoyéticas y sus
precursores (Giles et al., 2002; Munker et al., 2007) a través de receptores especificos, los
cuales transmiten una serie de sefales intracelulares que dan la informacién necesaria para
sobrevivir o morir, proliferar o diferenciarse, o en el caso de las células troncales

autorenovarse o permanecer quiescentes (Broxmeyer et al., 2001).



MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

Figura 2. El microambiente hematopoyético estd compuesto por diferentes tipos celulares como lo
son: osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos y macréfagos, en conjunto estas células inducen una
produccion de citocinas hematopoyéticas que regulan diversas funciones en la célula
(proliferacion, diferenciacién, maduracion, etc) (1), dentro de este microambiente existe una
interaccion entre las moléculas de la matriz extracelular con las diferentes células y las citocinas
para que éstas puedan regular diferentes funciones en la célula como la migracidn, proliferacion,
activaciodn, etc. (2), las células hematopoyéticas interactiian con las células del estroma dando asi
origen al nicho hematopoyético (3).



CITOCINAS

Citocinas y hematopoyesis

El control de la hematopoyesis como ya se ha mencionado es regulado por una serie de
glicoproteinas de bajo peso molecular (menos de 32kDa) llamadas citocinas, la cuales se
encuentran en el microambiente hematopoyético (Metcalf, 2008). Entre las citocinas
producidas por las células del microambiente, existen algunas que actuan
predominantemente como estimuladoras de la hematopoyesis, otras en cambio, actian
como inhibidoras de ese proceso. En condiciones normales, existe un balance entre las
citocinas estimuladoras e inhibidoras, lo que da como resultado la produccion controlada de
las células sanguineas (Dorantes, 2009). Actualmente se reconocen mas de 30 citocinas
hematopoyéticas que se encargan de regular tanto de manera positiva como negativa la
sobrevivencia, proliferacion, diferenciacion y muerte de las células hematopoyéticas

(Mayani et al., 2003) (Tabla 1).

Las citocinas son moléculas de naturaleza proteica que actlan a través de la unién a
receptores especificos de membrana activando una gran variedad de rutas de sefializacidon
implicadas en la proliferacién, maduracion, autorenovaciéon o muerte celular. Por su efecto
bioldgico y caracteristicas moleculares se han dividido en: factores de crecimiento, factores
estimuladores de colonias (CSF), interferones, interleucinas (ILs) y quimiocinas (Davis et al.,
1996; Aguirre et al., 2002). Estas moléculas presentan retro-regulaciones positivas y
negativas entre siy por lo general no actuan solas sino con otras citocinas producidas por la
misma célula pudiendo inducir, potenciar (sinergizar) o inhibir la produccién de citocinas y
modular negativa o positivamente los efectos de las mismas (Sachs, 1996). Por otra parte, al
actuar sobre diferentes tipos celulares pueden ejercer multiples efectos (pleiotrépicas) e

igualmente compartir muchos de ellos (redundantes) (Aguirre et al., 2002).

Pueden ser producidas por una gran variedad de células en diversos lugares del organismo,
ya sea de forma constitutiva o después de la estimulacion celular, son muy especificas y
actlian a baja concentracidn, estos moduladores ejercen su actividad de manera autdcrina,

pardcrina o enddcrina. Ademas de estar implicadas en la hematopoyesis, son las



responsables de procesos que incluyen el reclutamiento y activacidn celular, modulacién de
la respuesta inmune, la inflamacion, regulacién tisular, angiogénesis y la expresion de
moléculas de adhesidn entre otros, actian sobre la célula diana gracias a su afinidad por los
receptores de membrana ejerciendo accién local, sin embargo las de mayor importancia
actuan a nivel sistémico con efectos pleiotrépicos (Hao et al., 1996; Carson y Vignali, 1999;

Velazquez et al., 2001; Martins et al., 2002; Aguirre et al., 2002; Borish y Steinke, 2003).

Cultivos in vitro del tejido hematopoyético a largo plazo han permitido establecer que la
hematopoyesis se sostiene debido a que las células del estroma secretan diversas citocinas
tal es el caso de las interleucinas: IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-7, IL-10, IL-13, entre otras; asi mismo
secretan diferentes factores estimuladores de colonias, los cuales han sido estudiados
durante los ultimos 30 afos y contribuyen esencialmente al desarrollo de los 8 linajes
celulares hematopoyéticos (Laiosa et al., 2006; Metcalf, 2008). Estos factores
estimuladores incluyen al factor estimulador de colonias de macrdfagos (M-CSF, del inglés
macrophage colony stimulator factor), el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF, del inglés granulocyte colony stimulator factor), el factor estimulador de colonias
granulocito-macréfago (GM-CSF, del inglés granulocyte and macrophage colony stimulator),
el factor estimulador de colonias tallo (SCF, del inglés stem cell factor), factor de necrosis
tumoral (TNF, del inglés tumoral necrosis factor), el factor de crecimiento tumoral B (TGF- 3,
del inglés tumoral growth factor beta) y el factor estimulador de colonias multiples, mejor
conocido interleucina 3 (IL-3) (Baker et al., 2007; Robb, 2007). Estos factores tienen un
amplio efecto en la funcidn bioldgica de varios tejidos y células, entre los efectos mas
importantes de estos estimuladores celulares son que, intervienen en la supervivencia,
proliferacidn, diferenciacién de las células asimismo modulan también funciones celulares
como son la quimiotaxis, degranulacién, activacién, adhesién, citotoxicidad, cambios

fenotipicos y la expresion de mRNA de estas poblaciones celulares (Metcalf, 2008).

Aunque existen muchos tipos de células productoras de citocinas, dentro del
microambiente hematopoyético son las células del estroma las que proporcionan una gran
variedad de citocinas como lo son G-CSF, M-CSF, IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, TNF-a (Ramakrishnan y

Torok, 2010); dentro del sistema inmune natural los macréfagos son las células mas
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comprometidas en la sintesis de citocinas mientras que en el sistema inmune especifico las

células T colaboradoras son las que se encargan de la produccién de citocinas (Hao et al.,

1996).

Tabla 1. Citocinas y Hematopoyesis

CITOCINA (kDa)

GM-CSF (14-35)

ORIGEN

EFECTOS

FACTORES ESTIMULADORES DE COLONIAS (CSF)

Células T, endoteliales,
macroéfagos y
fibroblastos.

Estimulacidn de proliferacidn y diferenciacion de
precursores mieloides, potencia las funciones de
neutrofilos maduros

y monocitos (lisis 'y

fagocitosis).

G-CSF (18-22)

Monocitos-macroéfagos,
células endoteliales,
células T, neutrdfilos y
fibroblastos.

Estimula la proliferacion y diferenciacion de
granulocitos y neutrofilos.

M-CSF (70-90)

Monocitos, macrdéfagos,
granulocitos, células

de
linea monocitica.

Estimula la diferenciacion precursores

hematopoyéticos hacia la

higado y macréfagos de
médula dsea.

endoteliales y Funcionalidad de monocitos y macréfagos
fibroblastos. maduros.
Células intersticiales ., ) ]
. Regula la produccion de eritrocitos en
) ) peritubulares renales, o ..
Eritropoyetina (30) condiciones normales y recuperacion

postanémica.

Trombopoyetina

(18-70)

Higado, rifidn y musculo
liso. En menor
proporcién en bazo.

Estimula la proliferacion y diferenciacion de las
células progenitoras megacariociticas. Aumenta
la produccion plaquetaria.

INTERLEUCINAS

Fiebre (pirégeno enddgeno), suefo, anorexia,
Il-1a ] , inflamacién, expresion de CD54 en las células
Monocitos, macrofagos. lal ib . | f sl
IL-1B (15-17) endoteliales y liberacion del factor tisular,
activacion linfocitaria, produccion de IL-6 y CSF.
IL-2 (15) Linfocitos Thl Induce la proliferacién de la célula T, coestimula
la proliferacion y diferenciacién de la célula B.
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IL-3 (25)

Células Ty mastocitos

Estimula la proliferacién de distintos linajes

celulares: eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos,

Multi CSF
granulocitos y monocitos. Potencia a las NK y LAK
(agresoras activadas por linfoquinas).
IL-4 (20) Linfocitos By T, Induce la  proliferacion  del  mastocito,
mastocitos. proliferacién de la célula hematopoyética
pluripotencial.
IL-5 (45) Linfocitos Th2, Induce la proliferaciéon de la célula T y la
mastocitos. generacioén de LTC, coestimula la proliferacién de
la célula B, sinergiza con la IL-3 en la proliferacién
del mastocito, estimula la produccion del IgE e Ig
G 4. Induce la expresién y liberacién de CD23, la
clase Il del CMH en la célula B, cambia de Th a
Th2.
IL-6 (23-30) Monocitos y Induce la diferenciacién de eosindfilos y la
fibroblastos produccion de Ig A.
IL-7 (25) Estroma de médula |Pirogénica, induce la proliferacién de
6seay Timo plasmocitomas e hibridomas, aumenta la
produccion de Ig, accion con la IL-2 en la
produccion de proteinas de fase aguda por los
hepatocitos, accion sinérgica con la IL-3 en la
produccion de células hematopoyéticas, induce
la diferenciacién del LTc. Induce la proliferacién
de las células pro y pre B de los linfocitos
inmaduros.
IL-8 (6.5) Monocitos, células Induce la quimiotaxis y activacion de neutréfilos
endoteliales, y células T.
macroéfagos, alveolares,
fibroblastos.
IL-9 (30-40) Linfocitos Th Activa la proliferacion de células Th.
IL-10 (17-21) Linfocitos Th2 Induce la proliferacion de algunas células T,

potencia la proliferacion del mastocito inducido
por IL-3.
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Células T, células B

Inhibe la activacion del MAC, estimula la

monocitos

IL-11(24) produccién de célula B y la produccién de Ac,
activadas y monocitos
estimula los mastocitos y cambia de Th a Th2.
Estimula la produccién de Ac, accidn sinérgica
Células del con la IL-3 en la produccién de megacariocitos,
IL-12 (75) microambiente . . ,
o estimula los progenitores de macroéfagos.
hematopoyético
Inductor del INF-y.
Monocitos, macréfagos, . o
, Activa a las NK para secretar IFNy e inhibe la
IL-13 (10) algunas células By .. ] ]
. produccion de IgE inducida por IL-4.
mastocitos
i Induce la proliferacion vy diferenciacion de
IL-14 Células T i o .,
células B e inhibe la produccidon de IL-1.
IL-15 (14-15) Células B y macrofagos | Induce la secrecién de IgE.
IL-16 (56) Células T Induce la proliferacién de células B.
Células no linfoides y | Induce la proliferaciéon y diferenciacion de la
IL-17 (20-30) i
musculares célula NK.
Células endoteliales y )
IL-18 Inmunomodulatoria.

INTERFERONES

citotoxicos, NKy
macroéfagos

IFN-o. (18-20) Linfocitos Coestimula la produccién de células T, induce la
secrecién de IL-6, IL-8 y G-CSF a partir de las
células endoteliales, epiteliales y fibroblasticas.

IFN-B Fibroblastos y células | Incrementa la expresién de antigenos de clase |y

amniodticas Il HLA, activa células NK e induce la produccion
de IFNYy.

IFN-y (20-25) LTh2, linfocitos Posee efectos antivirales e inmunomodulatorios.

Es quimiotactico para monocitos y aumenta en
ellos la expresién de HLA clase .
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FACTORES DE NECROSIS TUMORAL

TNF-a (17) Fibroblastos, células NK, | Proinflamatorio, antitumoral. Agente
neutrofilos, astrocitos, | neovascularizante y estimulante de la resorcion
células endotelialesy | 6sea.

células del musculo liso
TNF-B(25) Linfocitos T Estimula neutrdfilos.
FACTORES ESTIMULADORES DEL CRECIMIENTO

TGF—a (5-20) Monocitos, fibroblastos | Induce la proliferacion de los progenitores de los

y células endoteliales | granulocitos y de los monocitos, activacion de
macréfagos, aumenta la  produccion de
leucotrienos en eosindfilos y la actividad
tumoricida de monocitos. Induce la proliferacion
de granulocitos.

TGF-[3 (28) Monocitos, fibroblastos | Induce la proliferacién de monocitos. Actlia como
y células endoteliales | un inhibidor de la proliferacién en diversos tipos

celulares.

PDGF Activacion plaquetaria, principalmente actua

Plaquetas ) )
regulando mecanismos de adherencia.
FGF B ) Proliferacion de fibroblastos, sintesis de colagena
Tejido conectivo i o o
y macromoléculas de matriz intersticial.
EGF Células de lamina basal o ) L o
) Crecimiento y diferenciacion de epitelios.
epidermal

ILGF-1 Higado y células del Promueve la proliferacién y diferenciacion de

sincitiotrofoblasto multiples tejidos contribuyendo al desarrollo

ILGF-2 (55-70) . . .

respectivamente corporal postnatal y embrionario.
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QUIMIOCINAS

C (carece del primer
y tercer residuo de

cisteina Plaquetas, placenta, [Induce la angiogénesis, la proliferacién de los
conservados) riflon, hueso, células Ty | queratinocitos, la resorcion dseay la prolieracién
B. tumoral.

Ej: Linfotaxina
(LPTN)

C-CEj: MCP-1 . Induce la quimiotaxis de las células Ty NK,

CD8 activados, L . . .
. inhibidor de la proliferacién en células de
mastocitos. L
tumorigénicas.
CXCEj: IL-18 Induce la quimiotaxis de las células T, NK,

basofilos y eosindfilos.

Efectos de las citocinas en la hematopoyesis (Tomado y modificado de Aguirre et al, 2002).

Receptores de citocinas

Las citocinas se unen a su receptor para mediar una sefial intracelular que tiene como resultado final
la expresion de un gen (Metcalf, 2008). A nivel estructural basico la mayoria de los receptores de las
citocinas consisten en un complejo de subunidades las cuales estan compuestas principalmente por
una subunidad de unién a su ligando (citocina), una fraccién transmembranal y una subunidad
intracelular que se encargard de transmitir la sefial de transduccién al interior de la célula
(Taniguchi, 1995; Baker et al., 2007). La subunidad encargada de transmitir la sefial intracelular
puede ser compartida por diferentes receptores creando asi una familia de receptores en la cual la
misma subunidad es la que transmite la cascada de sefializacién intracelular (Taniguchi, 1995; Baker
et al.,, 2007). La mayoria de los subtipos de receptores de las citocinas estdn agrupados en
diferentes subfamilias dependiendo de la estructura del receptor (Miyajima et al., 1992; Barry et
al., 1997; Metcalf, 2008). Existen 6 familias de receptores de citocinas donde los receptores de la
familia uno engloba a la mayoria de los receptores de las citocinas hematopoyéticas tal es el caso del
GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-13, IL-15 y prolactina, esta familia se caracteriza por
gue su dominio extracelular no va mas alla de 210 aminodcidos (aa) y este sitio puede contener uno
0 mas residuos conservados de cisteina (C). También presentan una segunda secuencia conservada

de residuos de tipo triptéfano-serina-X- triptéfano-serina (W-S-X-W-S), donde X, se refiere a un
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residuo no conservado de algin aminodcido, la regién extracelular también cuenta con dos
dominios de fibronectina considerados como médulos de fibronectina Ill, una regién de bisagra que
conecta estos dos médulos la cual estd compuesta de aproximadamente 100 aa. Esta region que
también guarda el motivo W-S-X-W-S esta destinada para ser el dominio de interaccién con el
ligando (Barry et al., 1997). Por otra parte el dominio citoplasmatico del receptor de la citocina esta
compuesto por una regién proximal a la membrana la cual recibe el nombre de Box 1, un motivo rico

en prolina que también cuenta con otra fraccidn cerca a Box 1 denominada Box 2 (lhle et al., 1995).

La regién Box 1 es fundamental para las sefiales de diferenciacion, ya que esta regién es la que se
encarga de mediar las sefiales mitogénicas en la célula (lhle et al., 1995) y existen ciertas regiones
citoplasmaticas del receptor que no contienen ni Box 1 ni Box 2 y pueden variar de receptor a
receptor. La segunda familia es la de los receptores tipo 2, la cual se caracteriza por tener un
dominio conservado de cisteina, en esta familia encontramos al receptor del interferén o, By vy, asi
como la IL-10. La tercera familia estd compuesta por aquellos receptores con dominios
extramembranales tipo inmunoglobulina y estd compuesta principalmente por el receptor G-CSF. La
cuarta familia es la del receptor del factor de necrosis tumoral, estd compuesta por el factor de
crecimiento nervioso (NGF, del inglés nervious growth factor), CD40 y el TNF (Baker et al., 2007). La
quinta familia que corresponde a los receptores acoplados a proteinas G, la cual se caracteriza por
tener 7 dominios transmembranales y esta compuesta basicamente por las quimiocinas (Baker et
al., 2007; Steevels y Meyaard, 2011). Por otro lado estdn los receptores tipo tirosina-cinasa los
cuales se caracterizan por tener 5 dominios tipo inmunoglobulinas en la regidn extracelular, seguido
de un dominio intracelular (Prieto y Miller, 2011). En esta familia podemos agrupar al receptor C-kit,
al M-SCF, al factor de crecimiento derivado de plaquetas principalmente (PDGF, del inglés, platelet
derived growth factor) (Figura 3). Es importante resaltar que existen otras formas de dividir los
receptores de las citocinas hematopoyéticas, por ejemplo mediante su sub-unidad funcional

intracelular (Baker et al., 2007).
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Figura 3. Caracteristicas estructurales de las diferentes familias de los receptores de las citocinas
hematopoyéticas. Las familias de los receptores esta compuesta principalmente por la familia de
los receptores tipo 1 (GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-13, IL-15, HGF y prolactina,
principalmente); la familia de los receptores tipo 2 (INF o, B y v, asi como la IL-10); familia de
receptores con dominio tipo inmunoglobulina (G-CSF, principalmente); la cuarta familia es la del
receptor del factor de necrosis tumoral (NGF, CD40 y el TNF principalmente); la quinta familia
corresponde a la de los receptores con 7 dominios transmembranales (quimiocinas); una ultima
familia que incluye a los receptores tipo tirosina cinasa (M-CSF, SCF e IL-1).
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Transduccidn de seiales de las citocinas

La finalidad de una citocina al unirse con su receptor es la de encender un gen para poder
inducir una respuesta bioldgica. Este evento se lleva a cabo mediante una sefial de
transduccion la cual se desencadena cuando el receptor se une a su ligando y es
dependiendo del tipo de receptor y ligando, la cascada de sefializacidon que se activa (Baker

etal., 2007).

Los estudios realizados durante los ultimos 10 a 15 afios, han puesto de manifiesto que la
sefalizacién de receptores de citocinas hematopoyéticas esta mediada en gran parte por
una familia de tirosinas cinasas llamadas Janus cinasas o JAK y sus factores de transcripcion
rio abajo en la via de sefializacién denominados STAT (del inglés signal transducer activator
transcription) (Jatiani et al., 2010). La familia JAK estda compuesta por cuatro miembros
JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2 (Firmbach et al., 1990). En general, la unién del receptor con su
ligando se lleva a cabo mediante una dimerizacién/oligomerizacion de lo cual resulta una
yuxtaposicion de JAK, una vez que se da este evento, la activacion de JAK parece ser
resultado de su fosforilacion, ya sea por que esta se autofosforila o la fosforilacion es a
través de otras JAK's o de otra familia de tirosina cinasas (Darnell et al., 1994; lhle et al.,
1997). Esta activacion da como resultado un aumento de la actividad de JAK que asi
activada, fosforila residuos de tirosina en los receptores de destino que sirven como sitios
de acoplamiento, que permiten la unién de otras moléculas de sefializacion que contienen
el dominio SH2 tales como STAT y otras proteinas (Baker et al., 2007; Jatiani et al., 2010).
Pero en si, el blanco de las JAK's es activar a un grupo de seiales transductoras activadoras
de la transcripcidon (STAT's) por lo tanto se ha establecido que el sustrato de JAK es STAT. La
familia de las STAT's, estd compuesta por seis diferentes isoformas (STAT 1 — STAT 6) y la
activacion de cada una de estas depende de las subunidades de los diferentes receptores de
las citocinas. La finalidad de STAT es la de translocarse al nucleo de la célula para encender
genes promotores los cuales desempefaran una funcién especifica (Darnell et al., 1994;
O’Shea et al., 2002). Sobre la base de estos resultados, se ha propuesto un segundo modelo
de activacion de STAT, donde la cinasa JAK puede ser mas crucial para la fosforilacién de los

receptores de citocina y factores de crecimiento. Por otra parte, la fosforilacion mediada
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por JAK puede crear sitios de anclaje en los receptores para la unién de las proteinas que
contienen sulfidrilos (SH) tales como las cinasas Src y otros productos intermedios de
sefalizacién. Cinasas JAK o Src, a continuacién, inducen la fosforilacién de tirosinas y la
activacion de proteinas STAT. Estas observaciones sugieren que 2 vias independientes
pueden mediar la activacién de STAT, uno que es dependiente de JAK y la otra que es
dependiente de diferentes tirosina cinasas, tales como cinasas de la familia Src (Baker et al.,
2007; Jatiani et al., 2010), siendo de esta via caracteristico que se puedan encender
cascadas de sefializacion alternas como es la via PI3K-AKT y la via RAF-ERK, asi como la via

RAS-MAPK (Reddy et al., 2000; Gartsbein et al., 2006).

Por otra parte la cascada de senalizacion de los receptores tipo tirosina cinasa tienen la
particularidad de activar la cascada de sefializacién que involucra segundos mensajeros
como lo es el adenosin monofosfato ciclico (AMPc, del inglés adenosin monophosphat
ciclic), asi como la cascada de sefializacion que involucra al PI3K-AKT, la via RAS-MAPK, la via
p85-AKT, asi como también la via alternativa de JAK-STAT. El objetivo final de ambas vias es
activar factores de transcripcidn que encenderan genes especificos los cuales influiran sobre

el linaje mieloide o linfoide (Baker et al., 2007; Vanhaesebroeck et al., 2010).

En resumen, la interaccién ligando-receptor da como resultado la activacidon de seiales
biogquimicas. Estas sefiales terminan activando factores de transcripcién vy
consecuentemente la expresion de productos proteicos de genes especificos, que
mantienen la sobrevivencia, disparan la proliferacién o promueven la diferenciaciéon hacia
células sanguineas maduras. Sin embargo, la regulacién de la hematopoyesis puede
presentar alteraciones en las diferentes fases, que resulten en modificaciones cuantitativas

y funcionales en las poblaciones de células hematopoyéticas (Dominguez, 2012).

Respecto a las citocinas supresoras, entendido esto como la capacidad para regular
negativamente la sintesis de ADN, proliferacion, viabilidad y diferenciacion celular, pueden
mencionarse el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Interferon alfa (INF-a), factor de

crecimiento transformante beta (TGF-B) el ligando 3 de las CC quimiocinas (CCL3/MIP-1a), y
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la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1), entre otras, (Hamblin, 1993; Jacobsen

et al., 1994; Cheng y Wang, 2002).

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

Existen dos citocinas que responden a este nombre, el factor de necrosis tumoral alfa o
cachectina (TNF-a) y factor de necrosis tumoral beta o linfotoxina (TNF-B). Ambas citocinas
son codificadas por genes distintos e interaccionan con los mismos receptores de
membrana, originalmente caracterizadas por su capacidad de inducir apoptosis de células
tumorales y la caquexia, ahora se consideran como mediadores centrales de una amplia
gama de actividades bioldgicas (Tracey y Cerami, 1994; Pfeffer, 2003). El TNF pertenece a la
superfamilia de mediadores que llevan su mismo nombre, y entre las similitudes que
comparten los miembros de esta superfamilia estan el ser proteinas que se expresan
principalmente en la membrana celular y participan en la regulacién de la proliferacion
celular y apoptosis, aunque varios miembros tal como TNF-a, tienen una importante

actividad proinflamatoria (Dinarello y Moldawer, 1999).

En particular, la glicoproteina TNF-a madura se encuentra expuesta en la membrana
celular, contiene 233 aa, pesa 26kDa, es biolégicamente activa y participa en la citotoxicidad
e inflamacidn por interaccion celular, el TNF-a soluble corresponde a una proteina de 17kDa
conformada por 157 aa, producida a partir del TNF-a de membrana, el cual es procesado
por cortes a nivel del residuo 76 por accidn de la enzima convertidora del TNF-a (TACE) una
metaloproteina que estd también en la membrana celular (Tracey, 1994; Ibelgaufts, 1995;
Dinarello y Moldawer, 1999). En un principio se pensaba que el TNF-a era exclusivamente
producido por monocitos y macréfagos (Lange et al., 1991; Lejeune et al., 1998), sin
embargo se ha observado in vitro, que existen muchos tipos celulares capaces de sintetizar
TNF-a (Sidhu y Bollon 1993), entre estos: las células de leucemia promielocitica aguda,
timocitos, linfocitos T y B, células NK, fibroblastos (Bharat y Jordan 1992; Hamblin 1993) y
mas recientemente se ha demostrado que células CD34+ humanas expresan

constitutivamente el gen de TNF-a entre otros (Janowska et al., 2001).
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El TNF-a es un importante inmunomodulador y agente antitumoral tanto in vitro como in
vivo, es por ello que ha sido estudiado con el objetivo de establecer una alternativa
terapéutica en tratamientos de cancer. Asi en estudios preclinicos se ha administrado en
combinacion con otras citocinas y agentes quimioterapéuticos (Beyert y Fiers 1998), sin
embargo sélo en muy pocos casos se han logrado actividades sinergisticas favorables y

remisiones parciales (Negrier et al., 1992).

El papel del TNF-a en hematopoyesis se ha estudiado ampliamente; anteriormente se le
conocia como un factor citotdxico, sin embargo estudios posteriores demostraron que el
TNF-a tenia propiedades estimuladoras del crecimiento en diversos tipos celulares (Vilcek

et al., 1986; Digel et al., 1989).

Ademas, se reportan efectos tanto estimuladores como inhibidores de células troncales y
células progenitoras hematopoyéticas, dependiendo de los factores de crecimiento usados
como suplementos. Asi, el TNF-a estimula el crecimiento de células progenitoras
hematopoyéticas humanas estimuladas con IL-3 y GM-CSF donde eleva el crecimiento de
cultivos de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ de raton (Caux et al., 1990; Blackx
et al, 1991), pero inhibe fuertemente a células incubadas con G-CSF y factor de células tallo
(SCF) (Degliatoni et al., 1985; Murphy et al., 1988; Caux et al., 1990). Otros trabajos,
reportan que el TNF-a murino inhibe el crecimiento de células formadoras de colonias con
alto potencial proliferativo (CFC-APP) a partir de células progenitoras hematopoyéticas
primitivas Lin-Sca-1+ a pesar de la presencia de factores de crecimiento en estos

experimentos (Zhang et al., 1996).

La inhibicién hematopoyética debida al TNF-a es variable (Munker et al., 1998), y el efecto
puede ser indirecto, el cual depende de la fraccion celular separada de la médula dsea y del
tipo de medio condicionado empleado como fuente que libera factores de crecimiento
hematopoyético. La accién indirecta del TNF-a es mediante la liberacién de factores
supresores por células accesorias (Beutler y Cerami, 1989), que pueden actuar junto con el

TNF-a para observar finalmente la inhibicién de la hematopoyesis (Pennica et al., 1984;
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Broxmeyer et al., 1986; Murphy et al., 1988; Lu et al., 1999; Yamaguchi et al., 1999;

Martinez et al., 2001).

Existe ademas evidencia que relaciona la activacion de uno u otro receptor de TNF, a saber
el p55 o p75 que a pesar de ser similares en su secuencia extracelular, sus dominios
intracelulares son diferentes, y por tanto desempeiian diferentes funciones. La estimulacién
de p55 puede mediar citotoxicidad, proliferacién de fibroblastos, resistencia a la clamidia,
sintesis de prostaglandinas; mientras que p75 puede mediar la proliferacion de timocitos de
ratéon y humano, fibroblastos humanos, célula mononucleares y células natural killer (NK).
Se ha observado que estos receptores pueden regular el crecimiento de progenitores de
médula dsea primitivos, sin embargo debido a sus efectos bidireccionales es dificil asentar

sus efectos en la regulacion de la hematopoyesis in vivo (Lu et al., 1999).

INTERFERON GAMMA (INF-y)

Los interferones (INF) fueron originalmente descubiertos como agentes que inteferian con
la replicacion viral. Inicialmente, fueron clasificados por el tipo de célula que los secretaba,
pero ahora se clasifican en tipo |, Il y Ill de acuerdo con la especificidad del receptor y la

secuencia homodloga (MacMicking, 2012).

INF-y, mejor conocido como interferon tipo I, es una citocina inmunoreguladora que juega
un papel importante en la defensa del organismo por actividad anti-viral, anti-proliferativa

(Wheelock, 1965; Billiau y Matthys, 2009).

La forma activa de INF-y consiste en un homodimero de 20-25 kDa con subunidades
variablemente glicosiladas (Gray y Goeddel, 1982). Inicialmente se creia que el INF-y
solamente era producido por linfocitos T CD4" (especificamente los Th1), linfocitos CD8" y
las células NK. Sin embargo existe evidencia que otras células como linfocitos B, las células
NKT, células presentadoras de antigeno profesionales (CPAs) entre otras, secretan también
INF-y para su propia activacion y la de células adyacentes a ellas. El INF-y secretado por las

células NK es muy importante en la defensa temprana del hospedador contra infecciones,
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mientras que los linfocitos T CD4":Th1 se convierte en la principal fuente de INF-y en la

respuesta inmune adaptativa (Bonjardim, 2005; Lavani y Pareek, 2010).

Una vez que INF-y se une a su receptor la sefial se transmite a través del homodimero
transductor de sefial y activador de transcripcion (STAT1) en respuesta a INF-y o a través del
heterodimero STAT1-STAT2 en respuesta a los INFs tipo | y al IFN tipo Ill. Posterior a este
reclutamiento, las moléculas de STAT son fosforiladas a través de la tirosina cinasa
asociadas a receptores de la familia Janus (JAK), con la finalidad de translocar al nucleo para

promover el encendido de genes efectores (Farrar y Schreiber, 1993; Schroder et al., 2004).

El INF-y promueve la activacién de macréfagos, mediante la induccion de una amplia gama
de proteinas, otra funcion adscrita al INF-y es la de aumentar los antigenos de
histocompatibilidad clase |, los cuales son fundamentales para la activacion de linfocitos T
citotoxicos que seria la respuesta mas adecuada contra células malignas o infectadas por

virus (Farrar y Schreiber, 1993; Lavani y Pareek, 2010).

PROTEINA QUIMIOATRAYENTE DE MONOCITOS (MCP-1/CCL2)

Las quimiocinas constituyen una familia de citocinas quimiotdcticas y se subdividen en
cuatro familias sobre la base del nimero y el espaciamiento de los residuos conservados de
cisteina en el extremo N-terminal de la proteina. Las quimiocinas juegan un papel
importante en el reclutamiento selectivo de monocitos, neutroéfilos y linfocitos, asi como en
la induccién de quimiotaxis a través de la activacién de los receptores G acoplados a la

proteina (Deshmane et al., 2009).

MCP-1/CCL2 es un miembro de la familia de las quimiocinas CC, y un potente factor

guimiotdctico para los monocitos humanos (Cochran et al., 1983).

Fue la primer quimiocina humana descubierta, situada en el cromosoma 17, MCP pertenece
a una familia compuesta por al menos cuatro miembros (MCP-1, -2, -3, y -4), MCP-1 humana
se compone de 76 aa y su tamafio es de 13 kDa, (Van Coillie et al., 1999). Es producida por

una gran variedad de tipos de células, ya sea constitutivamente o después de la induccién
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por el estrés oxidativo, citocinas, o factores de crecimiento. El analisis mutacional de CCL2
ha dado lugar a la identificacién de dos regiones de la estructura primaria que son criticos
para la actividad bioldogica (Beall et al., 1996 ). Entre las células que producen esta
guimiocina estan incluidas las endoteliales, fibroblastos, epiteliales, células de musculo liso,
mesangiales, astrociticas, monocitos y células microgliales (Cushing et al., 1990; Standiford
et al., 1991; Brown et al., 1992; Barna et al., 1994). Estas células son importantes para las
respuestas inmunes o antivirales en la circulacion periférica y en los tejidos. Sin embargo,
los monocitos/macrdfagos son las principales fuentes de CCL2 (Yoshimura et al., 1989a;

1989b).

Las quimiocinas y sus receptores se han detectado en la mayoria de los tumores (Conti y
Rollins, 2004). Sin embargo, hasta la fecha ningun gen de susceptibilidad en cualquier tipo
de céncer ha sido asignado a una quimiocina o receptor de quimiocinas. Las quimiocinas
participan en una amplia gama de actividades normales del huésped con céncer, por lo
tanto, es posible que tenga efectos importantes en la patogénesis del cancer. Por esta
razon, podria esperarse que las quimiocinas participen ya sea promoviendo o inhibiendo el
crecimiento de las células cancerosas en funcion de la configuracién particular en el que se

expresan (Deshmane et al., 2009).

INTERLEUCINA 6 (IL-6)

La IL-6 es una glicoproteina, con una a-hélice y 184 aminodacidos, de 22 a 28 kDa, que
desempefia un papel importante en la reaccién de fase aguda, la inflamacién, el
metabolismo dseo, la progresién del cancer, juega un papel crucial en la hematopoyesis,
entre otros (Heinrich et al., 2003; Schuett et al., 2009; Erta et al., 2012; Garbers et dl.,

2012; Mihara et al., 2012; Mansell y Jenkins, 2013).

Es producida por diversos tipos celulares: monocitos, macréfagos, linfocitos T y B,
fibroblastos, células endoteliales, sinoviocitos, células de la glia, adipocitos y células
epiteliales intestinales, entre otras (Fink, 2001). Sus efectos estan mediados por varias vias

de sefalizacién, en particular por la via de STAT3 y en menor cuantia STAT1 (Guo et al.,

23


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B40
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B20
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2755091/#B38

2012). Los principales estimulos para su sintesis y liberacion son las infecciones por ciertos
microorganismos, particularmente virus y bacterias (lipopolisacarido bacteriano) y la accion
de otras citocinas, como la IL-1, TNF-a y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
PDGF. Asimismo, sus principales objetivos o dianas celulares son los linfocitos T y B, las
células epiteliales, los monocitos/macréfagos y los hepatocitos (Bataille y Klein, 1992;
Banks et al., 1995; Abbas et al., 1997; Haynes y Fauci, 2006; Varela y Crispin, 2006;
Scheller et al.,, 2006). Es una citocina pluripotencial ya que tiene acciones tanto
proinflamatorias como antinflamatorias. En la actualidad se la reconoce como el principal
mediador de la respuesta de fase aguda; también posee efectos antiinflamatorios al poseer
un control parcial sobre la produccién de IL-1 y TNF-a. A diferencia de estas ultimas que
poseen acciones proinflamatorias, los efectos de la IL-6 en la inmunidad depende del
contexto y de su concentracion local, asi como de la presencia o ausencia de otras proteinas
reguladoras que actuan en la via de transduccién de sefiales, o de la concentracion de su

receptor soluble (Choy, 2004; O°'Malley y Moldawer, 2006).

En el sistema inmune, la IL-6 promueve la diferenciacion y maduracion de los linfocitos T y
B, estimula la produccion de inmunoglobulinas por parte de las células B, inhibe la secrecidn
de citocinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-1. En este sentido, la IL-6 tiene acciones
antiinflamatorias y, junto con el aumento en la produccién de cortisol, ayuda a controlar la
respuesta inflamatoria (Abbas et al., 1997; Papanicolaou et al., 1998; Fink, 2001; Haynes y
Fauci, 2006). También induce la liberacién del antagonista del receptor de la IL-1 y del

receptor soluble del TNF-a (Choy, 2004).

La IL-6 mejora la proliferacion de las células madre hematopoyéticas y la diferenciacion de
las células B de memoria y células plasmaticas (Cerutti et al., 1998). Ademas, coestimula el
crecimiento de diferentes colonias de granulocitos y macréfagos e interviene en la

proliferacion y maduracion de la serie megacariocitica (Florensa et al., 2006).

Como ya se menciono, este conjunto de citocinas participa activamente en la generacién de
células sanguineas, ya sea para su produccién, detencidn, etc., una desregulacién de este

proceso puede desembocar en enfermedades malignas como leucemias.
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Como ya se menciond, dentro de la familia de las citocinas se incluye a los factores estimuladores
de colonias (CSF). Originalmente descritos en la década de 1960 y a principios de 1970 como
glicoproteinas que inducian el crecimiento clonal de diferentes linajes hematopoyéticos de la
médula 6sea (Metcalf, 2008). Una variedad de estos factores fueron nombrados por sus
funciones utilitarias: M-CSF estimula la monocitopoyesis, mientras que multi-CSF ahora conocido
como IL-3, induce el crecimiento de todos los diferentes tipos de células hematopoyéticas
(Douglass et al., 2008). Por el contrario, las citocinas conocidas como co-estimuladoras muestran
un efecto directo pequefio o nulo en la formacién de colonias, pero tienen la capacidad de actuar
de manera sinérgica con los CSF. Ejemplos de esto lo constituyen el SFC o ligando c-kit y el
ligando del FLT3. SCF es un factor de crecimiento, que reacciona con el receptor c-kit presente en
progenitores multipotenciales de médula 6sea, acelera su entrada en el ciclo celular y en
cooperacion con BCL-2 impide apoptosis, ademas influye en la diferenciacién a todos los linajes
hematopoyéticos y puede colaborar con casi todas las citocinas hematopoyéticas conocidas para

promover la formacién de colonias (Fey, 2007).

FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE GRANULOCITOS-MACROFAGOS (GM-
CSF)

El GM-CSF es una glicoproteina monomeérica de 14-35 KDa que induce la proliferacion y
diferenciacién de células progenitoras de la médula dsea del linaje granulocito—macréfago y
estd involucrado en la respuesta fisiolédgica durante infecciones y procesos inflamatorios. Es
producido por células T (Thl y Th2), linfocitos B de la zona del manto, macréfagos, células
cebadas, células endoteliales, células epiteliales, neutréfilos y fibroblastos en respuesta a

diferentes estimulos activadores de la respuesta inmune (Liu y Grundstrom, 2002).

El gen del GM-CSF humano se localiza en el cromosoma 5g31.1 y es procesado para originar
un mRNA de 3175 pb formado por 4 exones. En ratén, el gen se localiza en el cromosoma 11
en un locus que forma parte de un cluster de citocinas que incluye a los genes para IL-4, IL-5

e IL-13. Se sabe que la expresion de GM-CSF es tejido especifica y puede ser inducida en
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respuesta a agentes proinflamatorios como LPS, IL-1, IL-2, INF-y, TNF-a y TNF-B; siendo esta

expresion dependiente de calcio (Cockerill et al., 1999).

La expresién del GM-CSFR en el humano es regulada negativamente por GM-CSF, TNF-a y
moléculas que activan a proteina cinasa C (PKC) en neutrdfilos, monocitos y progenitores
mieloides (Cannistra et al., 1990). EIl GM-CSFR es un receptor heterodimérico que se
compone de una cadena alfa especifica de la citocina (GM-CSFRa de 45 KDa) la cual se une a
su ligando con baja afinidad (K4 =3-7nM) y una cadena comun beta (GM-CSFRB de 120 KDa)
qgue es la transductora de la senal, siendo compartida con los receptores a IL-3 e IL-5 y se
asocia con la subunidad o, para formar un receptor de alta afinidad (K4=20-40pM). GM-
CSFRa también puede estar presente en células no hematopoyéticas como células de la
placenta y melanoma, mientras que la presencia de GM-CSFRP se encuentra restringido a

células mieloides (Xiao et al., 1994).

El GM-CSFR no tiene dominio de tirosina cinasa intrinseco por lo que recluta proteinas
cinasas relacionadas con Src, como la proteina JAK2, que tiene 7 regiones de homologia,
llamados dominios JH (homdlogos a Janus), que comparten las caracteristicas de otros
dominios de tirosinas cinasas. Esta proteina posee un dominio de pseudocinasa llamado
JH2, que es esencial para la actividad de fosfotransferasa y es capaz de acoplarse a STAT;
aunque la secuencia amino terminal de JAK2 es quién confiere la unién a la cadena 3 del

receptor (Ortmann et al., 2000).

El GM-CSF estimula el desarrollo in vitro vy la diferenciacién de colonias de células
progenitoras del linaje granulocito-macréfago, aunque también potencia la fagocitosis de
neutréfilos y monocitos maduros (Metcalf et al., 1986). En leucocitos polimorfonucleares
(PMN) vy eosindfilos humanos aumenta el metabolismo oxidativo y aumenta la

sobrevivencia celular (Begley et al., 1986).

El GM-CSF in vivo interviene en el reclutamiento y activacion de células mieloides a sitios de
inflamacién; estimula la actividad antimicobacterial de monocitos y linfocitos, lo que resulta
de interés para el tratamiento de enfermedades infecciosas en pacientes con SIDA

(Blanchard et al., 1991). Por otro lado, también se postula su uso como molécula
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diferenciadora en pacientes con inmunodeficiencias que desarrollan neutrocitopenia (Hewit

etal., 1993).

Con respecto a la liberacion de citocinas, el GM-CSF aumenta la produccién de IL-1 e
indirectamente puede estimular la liberacion de IL-2 en células procesadoras de antigenos.
Ademads, junto con IL-3 puede activar la citotoxicidad de monocitos humanos, por induccién
de TNF-a (Morrisey et al., 1987). La interrupcién en la expresion del gen GM-CSF tiene un
efecto relativamente bajo en el linaje macrofagico, con la excepcion de defectos funcionales
en macrofagos alveolares, por lo que su expresidn no es esencial en el desarrollo de

poblaciones de macroéfagos independientes de M-CSF (Guidez et al., 1998).

FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE GRANULOCITO (G-CSF)

El G-CSF es una glicoproteina monomeérica de 24-25 kDa que regula la proliferacion,
diferenciacién y activacion de las células hematopoyéticas (Metcalf et al., 1986; Tsuchiya et
al., 1986). Los monocitos y los macréfagos se encuentran entre la principal fuente de G-CSF,
pero este factor también puede ser producido por las células de origen mesodérmico, entre
otras (Salmassi et al., 2010). La produccion de G-CSF puede ser inducida in vitro en estas
células por una amplia variedad de agentes estimulantes incluyendo lipopolisacaridos, IL-1,

IL-3, IL-4, INFy, TNF-a y GM-CSF (Santibafez y Espino, 2013).

El G-CSF humano se purificé a partir de la linea celular de carcinoma de vejiga. Es una
molécula hidrofébica que contiene 174 aa, con un sitio de glicosilacién tipo “O” en la
tirosina 133. El peso molecular varia si esta glicosilado o no. La glicosilacién puede tener
efectos significativos sobre la funcion del factor de crecimiento, ya que estudios in vitro
sugieren que la forma glicosilada tiene una mayor efectividad a corto plazo sobre la
proliferacién de colonias granulociticas y neutréfilos. Ademas glicosilado es mas resistente a
la degradacion en suero, tiene mayor efectividad que él no glicosilado debido a la mayor

afinidad por su receptor (Chavez, 2006).
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El G-CSF tiene la propiedad de regular la produccidn, proliferacion, diferenciacién y
maduraciéon de progenitores mieloides hacia granulocitos y monocitos/macréfagos
(Kaplinsky et al., 2003). Si se adiciona G-CSF natural o el recombinante humano (rhG-CSF),
se observa un crecimiento de colonias celulares dependiente de la dosis, y a
concentraciones mayores o iguales a 100 U/mL (1ng/mL) induce una proliferacién dptima,
principalmente de granulocitos (Lieschke y Burgess, 1992; Goldman, 1995; Nagler et al.,

1996, Van de Gejin et al., 2004).

El receptor para el G-CSF es una cadena polipeptidica simple de 150 kD transmembranal y
es miembro de la superfamilia de los receptores de las citocinas (Avalos et al., 1990). Los
receptores para el G-CSF son especificos, tienen una sola afinidad y se presentan en
progenitores mieloides, granulocitos maduros, monocitos y algunos linfocitos Ty B (Joshi et
al., 2001). El numero de receptores en los neutréfilos en humanos aumenta ligeramente
con la maduracion de la célula. La unidn del G-CSF a su receptor ayuda a una disminucién en
el numero de receptores de superficie, asi como a que el complejo receptor-G-CSF sea
internalizado y degradado. La unidn, la internalizacion y la degradacion se requieren para
qgue el G-CSF actue (Nicola, 1987). En muchas células, este tipo de receptores activan la
transcripcion de genes especificos, al menos por las siguientes vias: a) la cinasa-C activa una
cascada de proteinas cinasas que ayudan a la fosforilacién y activacién de una proteina
reguladora unida al ADN; b) la activacidon de la cinasa-C ayuda a la fosforilaciéon de una
proteina inhibidora, que se activa y libera una proteina reguladora citoplasmatica que migra

al ndcleo y estimula la transcripcién de genes especificos (Alberts et al., 1994).

En la actualidad G-CSF es el movilizador de células troncales hematopoyéticas convencional
clinico sin embargo no es efectivo en todos los pacientes (Pelus y Fukuda, 2008), también es
usado como un regulador fisioldgico de la respuesta sistémica a neutropenia e infecciones.
Se ha visto que el rhG-CSF no glicosilado es muy importante desde el punto de vista clinico,
ya que permite una restauracidon de la hematopoyesis en enfermedades relacionadas con
neutropenia secundaria a quimioterapia mieloablativa, drogas y/o radiacion (Gabrilove y
Jakubowski, 1989; Acquntella, 1995); ademds, ayuda en la disminucién de episodios

febriles post-quimioterapia de leucemias linfoides agudas y tumores sélidos (Acquntella,
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1995). El uso del G-CSF ha disminuido la morbilidad de pacientes que recibieron un
programa completo de terapia, al administrar grandes dosis de agentes antineoplasicos con
0 sin trasplantes de médula 6sea, o agentes limitantes de toxicidad hematopoyética
(Gabrilove y Jakubowski, 1989; Ganser y Karthaus, 1996), ayuda en la estimulacién y

produccidn de células efectoras con capacidad antitumoral (Gabrilove y Jakubowski, 1989).

FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE MACROFAGOS (M-CSF)

El M-CSF, es una citocina especifica de linaje, la cual estimula la sobrevivencia, proliferacién
y maduracion de progenitores monociticos in vivo e in vitro (Bost et al., 2000; Shouging et
al., 2000; Tagoh et al., 2002). Su expresidén es necesaria para mantener el fenotipo
monocitico en la célula, aungque no es suficiente para inducir un compromiso irrevocable a

la diferenciacion (Pierce et al., 1990).

El M-CSF originalmente observado en macrofagos también se expresa constitutivamente en
otros tipos celulares como células epiteliales de ovario y del trofoblasto. El M-CSF interactua
con una clase de receptores de alta afinidad expresados especificamente en células del
linaje monocitico-macrofago y células endoteliales (DeKoter et al., 1998). Durante el
desarrollo del ratdn es expresado en fagocitos del saco vitelino y su expresiéon es

mantenida durante toda la vida adulta (Tagoh et al., 2002).

El M-CSF es un homodimero formado por puentes disulfuro que se sintetiza como proteina
transmembranal y es procesada por protedlisis para producir su forma soluble, cuyo peso
molecular varia de 70-90 kDa. Se sabe que la porcién biolégicamente activa del M-CSF
consta de 152 aminoacidos en la region amino terminal, aunque, estudios estructurales
indican que M-CSF es una molécula que necesita la adicién de glucosaminoglicanos para

tener actividad bioldgica (Shouqing et al., 2000; Ryan et al., 2001).

La expresion del M-CSF y su receptor (M-CSFR, CSF-1R o c-fms) se han relacionado con un
compromiso de las células precursoras multipotenciales a macroéfagos, ya que su expresion

esta restringida a este linaje (Tagoh et al., 2002). Se sabe que la diferenciacién hacia
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macrofago estd precedida por la aparicidn del receptor en la superficie. Existe la posibilidad
gue se pueda detectar bajos niveles de mRNA del proto-oncogen c-fms en precursores
mieloides, por el contrario, puede no detectarse la proteina en la superficie (Orlic et al.,
1995). Sin embargo, los progenitores comprometidos de macréfagos toman la decisidon de

diferenciarse antes de la aparicién de c-fms en la superficie celular (Tagoh et al, 2002).

El receptor a M-CSF (165 KDa) pertenece a la familia de tirosina cinasas tipo lll, posee un
dominio de unién al ligando extracelular, que se divide en 5 subdominios tipo
inmunoglobulina (Ig) y un dominio intracelular de tirosina cinasa interrumpido por una
secuencia de aminoacidos hidrofilicos, que terminan el inserto de cinasa (Shouqing et al.,
2000). La sintesis de M-CSF puede ser inducida por IL-1, TNF-a, INF-y, GM-CSF y el PDGF. Por
el contrario, las prostangladinas, glucocorticoides, TGFB y sustancias que logran un aumento

de AMPc intracelular inhiben la sintesis de M-CSF (Morris, 1991).

El M-CSF humano es un potente quimioatrayente para células 32D con c-fms, lo que sugiere
gue el M-CSF sirve para reclutar monocitos de la circulacién a sitios lesionados o inflamados
(Pierce et al., 1990). Las células 32D no expresan el c-fms en forma constitutiva, por lo que
la sola presencia de M-CSF no puede inducir su diferenciacién a monocitos (Soddu et al.,

1996; Sweet y Hume, 2003).

In vitro, el M-CSF es conocido por estimular la respuesta inflamatoria, mientras que in vivo
es capaz de estimular a leucocitos PMN residentes para producir IL-6 y TNF-a (Chapoval et

al., 1998).

HEMATOPOYESIS Y LEUCEMIA

El desequilibrio en la hematopoyesis se traduce en serios problemas hematoldgicos, por
ejemplo en enfermedades neopldsicas como la leucemia o cancer de la sangre, sindromes
mielodisplasicos y trastornos mieloproliferativos. El caracter distintivo de estas neoplasias
es el crecimiento y proliferacién aberrante de tipo clonal de las células tumorigénicas

iniciadoras del tumor (Horny et al., 1990; David, 2005).
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Leucemia

La leucemia es un tipo de cancer de las células sanguineas. Se caracteriza por un incremento
en el numero de células hematopoyéticas aberrantes en médula dsea y en sangre periférica
(Cousar, 1999). Se deriva de la expansidn clonal de precursores hematopoyéticos que han
perdido su capacidad para proceder a la diferenciacién terminal y funcionalidad. La
leucemia se origina de una acumulacion de un nimero minimo de eventos genéticos que
resultan en el crecimiento celular acelerado y el bloqueo de diferenciacion celular. Un gran
numero de alteraciones genéticas, incluyendo translocaciones cromosémicas especificas, se
han identificado y ligado causalmente a la leucemogenesis, pero la base molecular y

fenotipo de la leucemia permanece en gran medida desconocido (Sanchez, 1997).

La leucemia se dividen en dos grupos: mieloide crénicas (LMC) o mieloide aguda (LMA) o
de tipo linfoide croénica (LLC) o aguda (LLA) (Landis et al., 1999). La leucemia crdnica se
caracteriza por curso indolente, su larga evolucion y por la ausencia de células inmaduras y
anormales. Las células que se producen tienen caracteristicas morfologicas similares con los
linfocitos, sin embargo, no son funcionales (Kantarjian et al., 1988). Las leucemias agudas
son enfermedades caracterizadas por su evoluciéon relativamente rdpida y por la

proliferacion de células inmaduras denominadas “blastos” (Gutierrez, 2006).

La LMA se caracteriza por la acumulaciéon de un gran nimero de células anormales que no
logran diferenciarse ni son funcionales (Fialkow et al., 1987). Es el tipo de leucemia mas
comun en los adultos, representando el 25% de todas las leucemias en el mundo occidental,
teniendo la tasa de supervivencia mas baja de todas las leucemias (Robak y Wierbowska,

2009).

Es conocido que la modulacién positiva y negativa de la hematopoyesis es regulada por
factores de crecimiento hematopoyético, cuyos niveles pueden ser modulados debido a la
presencia de factores externos que influyen en la hematopoyesis. Las citocinas que inducen
diferenciacién en células hematopoyéticas normales, también pueden inducir a las células
leucémicas a diferenciarse a células maduras o dirigir apoptosis, como en el caso de la

combinacion de quimioterapia con M-CSF en pacientes leucémicos (Hasegawa et al., 2000)
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o el uso combinado de G-CSF y acido retinoico para inducir madurez en la linea leucémica

mielomonocitica WEHI3BD+ (Li y Sartorelli, 1992; Basu et al., 2002).

Asi, en afos recientes se ha mostrado que el extracto, jugo, infusiones, entre otros
derivados de plantas, modulan los niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivos de
diferentes tipos de células, entre ellas podemos incluir a la Echinacea purpurea (Burguer et

al., 1997), Coriolus versicolor (Ho et al., 2004), lllicium verum (Sung et al., 2012).

LAS PLANTAS COMO FUENTE DE PRINCIPIOS ACTIVOS

La necesidad de promover la busqueda de medicamentos de origen natural, surge por el
incremento en la frecuencia de padecimientos mortales como el cancer. En términos de
tratamiento del cancer, existen serias limitaciones debido a la falta de selectividad de los
agentes quimioterapéuticos y a la resistencia desarrollada por algunas células cancerosas a
dichos productos (Setzer y Setzer, 2003), incluyendo la formacién de nuevas clonas debido
a su inestabilidad genética. Por ello, los compuestos fitoquimicos han sido investigados,
proporcionando nuevos recursos para la industria quimioterapéutica (Cordell et al., 1993;
Mans et al., 2000). En este contexto surge la necesidad de obtener nuevos principios
activos de origen natural que amplien las opciones farmacoldgicas y que puedan formar

parte de medicamentos alternativos, a partir de la diversidad local (Cadena et al., 2005).

El valor medicinal de las plantas esta dado por sus constituyentes quimicos, generalmente
metabolitos secundarios, que producen efectos fisiolégicos y que en la naturaleza tienen la
funcién de defensa quimica contra la herbivoria, los cuales a menudo muestran una gran
complejidad estructural que puede determinar su actividad biolégica, dichos compuestos
son obtenidos de las plantas por destilacion o extraccion con disolventes orgdnicos;
representando un enorme recurso cientifico y clinico para el desarrollo de nuevos farmacos

(Rivera, 2011).

Rzedowski menciona a México como centro de origen y domesticaciéon de diferentes

especies cultivadas con una gran cantidad de especies, muchas de ellas semidomesticadas y
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abundancia de parientes silvestres (Rzedowski, 1995; 1995). Una de las familias botanicas
mas importantes en las culturas Mesoamericanas por la diversidad de especies incluidas en
la dieta y la medicina (por presentar numerosos metabolitos secundarios con potencial
farmacolégico), son las cucurbiticeas y es en esta familia, donde encontramos al género

Sechium (Ortega et al., 1998).

Género Sechium spp.

Dentro de las plantas poco estudiadas se encuentran las especies del género Sechium spp.,
de la familia Cucurbitaceae, llamados comunmente “chayotes” (Ortega et al., 1998). Por
muchos anos se pensd que Sechium spp., era un género monotipico, cuya Unica especie era
Sechium edule (Jacq.) Sw., recientemente se acepta que dentro del género hay diez
especies, ocho silvestres (S. compositum, S. chinantlense, S. hintonii, S. talamancense, S.
panamense, S. pittieri, S. venosum, y S. vilosum) y dos cultivadas (S. edule y S. tacaco) con
distribucion desde México hasta Panama (Lira, 1996; Cross, 2003). Teniendo como una
peculiar caracteristica que los frutos silvestres son de sabor amargo y los de las plantas

domeésticas no (Lira et al., 1999).

México presenta la mayor variacion morfoldgica la cual se distingue principalmente en sus
frutos con diferentes dimensiones, colores, formas, sabor, ausencia, presencia y densidad
de espinas, asi como, polimorfismo de hojas (Cadena-liiguez et al., 2008). Recientemente
se han clasificado 10 grupos varietales, con base en caracteres morfoestructurales,
fisiolégicos, quimicos y genéticos de S. edule (Jacg.) Sw. (Cadena-liiguez, 2005; Cadena-

IRiguez et al., 2008).

En estudios realizados con S. edule (Jacg.) Sw. se identificaron compuestos como
peroxidasas, esteroles, alcaloides, saponinas, fenoles, polifenoles, flavonoides vy
cucurbitacinas (Cadena-litiguez, 2005), moléculas a las que se les atribuye actividad anti-
alergénica, anti-inflamatoria, anti-oxidantes, antiviral y efectos antitumorales (Salama et al.,
1986; Jayaprakasam et al., 2003; Setzer y Setzer, 2003; Siciliano et al., 2004; Ordoiiez et

al., 2006), incluso Wu et al. (1998), caracterizaron a la proteina sechiumina del extracto
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acuoso de la semilla, la cual tiene propiedades de inactivacidon ribosomal y podria ser un

posible agente quimioterapéutico.

A diferencia de lo que ocurre con otras especies cultivadas, en Sechium spp., no existen
evidencias arqueoldgicas o relictos que ayuden a precisar la antigliedad de su origen vy
manejo. La testa suave de la semilla y su fruto carnoso no permiten su conservacion (Lira,
1996). La mayor evidencia de su origen es la existencia de chayotes silvestres en la region
centro y sur de México y Centro América. Se considera que el término moderno chayote es
una modificacion de los vocablos Nahuatl “huitz ayotl”, “chayot!l”, “chayotli” lo cual,

confirmaria su uso desde tiempos precolombinos (Cook, 1901).

La importancia del género Sechium (P. Br.), se ha sustentado en que las especies S. edule
(Jacqg.) Sw. y S. tacaco (Pitt.) C. Jeffrey son de importancia alimenticia, ya que los frutos de
ambas especies y la raiz de la primera, formaron parte de la dieta de culturas precolombinas

(Hernandez, 1985; Lira, 1996).

La especie S. edule presentan amplia variacion morfoldgica, sobre todo en los tipos
introducidos al cultivo. En México se ha identificado la mayor variacidén de esta especie (Xal,
2001), tanto para cultivados como para silvestres. Las colectas realizadas por Cadena
(2001), en dicha regién, han mostrado plantas con rasgos morfoldgicos diferentes
principalmente en el tamaio de los frutos, color, forma, sabor amargo y ligeramente dulce,
asi como también, plantas que presentan polimorfismo en hojas, con diferente coloracién

en peciolo, venacidn y guias.

Otra especie de este género es Sechium compositum (Donn. Sm.) C. Jeffrey., se encuentra
en algunas partes del sureste de Chiapas y Guatemala, en un rango de altitud que va de 50-
2100 msnm, frecuentemente crecen en plantaciones de café, y es conocido como: chayote
de caballo. De igual forma, la especie S. chinantlense Lira & F. Chiang., es una planta
endémica de una pequeia region de México, en el norte de Oaxaca, cerca de Veracruz
denominada la Chinantla, se encuentra en areas con alta humedad y altitudes desde 20 a
800 m; es conocido como: cabeza de chango, chayote cimarréon y chayote de monte (Lira,

1996).
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Estudios realizados con frutos, hojas y semillas de chayote han revelado su actividad
diurética, anti-inflamatoria (Salama et al., 1986) e hipotensora (Cambar et al., 1980; Guppy
et al., 2000), antimutagénica (Yen et al., 2001), antibacteriana (Ordoiiez et al., 2003), ayuda
a la eliminacién de calculos renales, es utilizado como complemento en el tratamiento de
arteriosclerosis e hipertension (Abdelnour et al., 2002), alivia la inflamacidn intestinal y

cutanea ademas de favorecer la cauterizacion de ulceras (Diré et al., 2003).

Figura 4. Morfologia de los frutos de especies del género Sechium

A) S. edule var. Nigrum spinosum; fruto ovoides con abundantes espinas
B) S. chinantlense; fruto pequefio y redondo

Q) S. compositum; fruto ovoide y carece de espinas.

ANTECEDENTES DIRECTOS

En la medicina tradicional se tiene reportado que el té de hojas y frutos de S. edule tiene
efectos diuréticos, propiedades anti-inflamatorias, se emplea para tratar calculos renales y
se utiliza como complemento en el tratamiento de arteriosclerosis e hipertension (Lira,
1996; Abdelnour et al., 2002). También se ha reportado el uso de chayote para tratar la
inflamacién intestinal y cutdnea asi como en la cauterizacion de ulceras (Bueno et al., 1970;

Lozoya, 1980; Ribeiro et al., 1988; Flores, 1989).
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En la investigacién biomédica se ha identificado que S. edule (Jacg.) Swartz variedad nigrum
spinosum tiene actividad antitumoral (Cadena et al., 2007), datos recientes reconocen que
los extractos crudos de Sechium: S. edule grupo varietal nigrum spinosum, S. chinantlense, y
S. compositum inhiben la proliferacién de manera diferencial en células leucémicas vy
normales. A partir de la IC50 establecida para la linea celular WEHI-3 y bajo las mismas
condiciones de cultivo, se demostrd que los extractos de Sechium reducen la proliferacion
de las células leucémicas sin afectar de manera significativa a las células normales

(Aguiniga, 2013), caracteristica poco comun en agentes antitumorales.

De manera interesante, empleando las mismas condiciones de cultivo antes mencionadas,
se encontré que los extractos de Sechium, inducen la fragmentacion del ADN en las células
leucémicas sin afectar las células normales (Cadena, 2013), demostrando que los extractos

ademas de inhibir la proliferacién celular, inducen apoptosis en las células leucémicas.

En la investigacion, se ha demostrado que la inyeccidén de los extractos crudos de S. edule
grupo varietal nigrum spinosum, S. chinantlense y S. compositum en ratones, incrementa de
manera significativa, el nimero de células en sangre y el nimero de células en divisidon
(indice mitdtico) en la médula d6sea de ratones normales, lo que sugiere, estimula la

hematopoyesis (Gomez, 2013).

En resumen se ha demostrado que la inyeccion de los extractos aumenta el indice mitético
en células de médula ésea de ratones normales, indicando que aunado a su actividad
antitumoral in vitro, promueve la hematopoyesis normal in vivo. Reconociendo que las
citocinas son moduladoras cruciales de la hematopoyesis y que los extractos modulan este
evento, es de vital importancia reconocer citocinas promotoras e inhibidoras que participen
en la actividad biolégica diferencial entre células leucémicas y normales inducidas por los

extractos de Sechium.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente se demostré que extractos crudos de S. edule (Jacq.) Swartz y de las
especies silvestres S. chinantlense Lira&Chiang y S. compositum (Donn. Sm.) C. Jeff; inhiben
la proliferacién en forma dependiente de la concentracién de la linea leucémica mieloide de
ratébn WEHI-3, ademds provoca cambios morfoldgicos e induce la formacidon de cuerpos
apoptadticos y degradacion del ADN (observado en forma de escalera de la muerte) pero sin
dafiar a células de médula dsea normal, demostrando una actividad antitumoral in vitro. Sin
embargo, incrementa de manera significativa el nimero de células en division (indice
mitdtico) en la médula ésea de ratones normales, lo que sugiere, estimula la hematopoyesis
in vivo, pero no se conoce si la modulacion en la proliferacion de lineas leucémicas vy
normales ejercida por el extracto, tanto in vitro como in vivo, es mediada por la induccion

de citocinas tanto promotoras como inhibidoras.
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JUSTIFICACION

La LMA es un tipo de cancer de la sangre caracterizado por la expansién clonal de
progenitores hematopoyéticos en ausencia de diferenciacién y maduracion terminal. A
pesar del avance del conocimiento de las bases celulares y moleculares de la leucemia y su
uso en el desarrollo de nuevas terapias, aun no se ha logrado incidir en la tasa de
sobrevivencia y remisién de la enfermedad, ya que se reporta que mas de la mitad de los
pacientes adultos jovenes y aproximadamente el 90% de los pacientes con mayoria de
edad, todavia mueren a causa de esta enfermedad, por ello sigue vigente la necesidad de
estudiar nuevas alternativas para el tratamiento de esta neoplasia (Tallman y Gilliland,
2005; Gregory et al., 2009; Ferrara y Schiffer, 2013), particularmente de aquellas que
promuevan la eliminacion de células leucémicas sin danar a las normales, debido a que
desafortunadamente, los agentes quimioterapéuticos, ademas de eliminar células
tumorales, tienen efectos secundarios en tejidos normales como el hematopoyético,
reflejado en mielosupresion, problema que limita el propio tratamiento oncolégico (ABTA,

2012).

Extractos de Sechium tienen actividad antiproliferativa y antitumoral para la linea celular
leucémica mielomonocitica WEHI-3, un tipo de LMA, pero siendo inocuo para células de
médula 6sea de ratén in vitro e incluso su administracidon en ratones sanos incrementa la
hematopoyesis normal in vivo, lo cual sugiere selectividad citotéxica por las células
leucémicas, caracteristica que aun no ha sido reportada por ningun farmaco. Considerando
gue la modulacién positiva y negativa de la hematopoyesis es regulada por citocinas, el
identificar la presencia de citocinas inhibidoras de la proliferacién celular e inductoras de
apoptdsis en las células leucémicas, y encontrar citocinas promotoras de la proliferacion
celular in vitro e in vivo, se estaria confirmando que el extracto puede promover la
eliminacion de células leucémicas sin dafiar a las normales y se estaria estableciendo la
posible ruta de accidon de los extractos via citocinas y con ello se daria un paso con la

intension de sentar las bases para el uso de Sechium spp. como un agente terapelutico
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selectivo para eliminar células tumorales pero no a las normales en pacientes con leucemia,

caracteristica anhelada por los médicos oncélogos.
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HIPOTESIS

Se ha mostrado que los extractos crudos de distintas especies del género Sechium inducen
inhibicién de la proliferacion y muerte de la linea celular leucémica de ratén WEHI-3, un
ejemplo de cdncer de la sangre, siendo inocuo para células de médula ésea de ratdn in vitro,
un ejemplo de hematopoyesis normal, e incluso hay un incremento de ésta cuando se
administra a ratones sanos. La modulaciéon positiva y negativa de la hematopoyesis es
regulada por citocinas, por lo que se espera que la adicion de los extractos de Sechium
induzca la produccién de citocinas inhibidoras de la hematopoyesis en las células leucémicas

y citocinas estimuladoras en células normales in vitro, e in vivo.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la administracién de los extractos de S. compositum, S. chinantlense, y S.
edule grupo varietal nigrum spinosum, inducen alteraciones en la concentracidén de citocinas
en el sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, células mononucleadas de ratén

normal y suero de ratones normales tratados.

OBIJETIVOS PARTICULARES

e Determinar si el tratamiento con los extractos de Sechium spp. es capaz de inducir el
aumento en la concentracién de citocinas involucradas en procesos biolégicos como
inhibicion de la proliferacién y apoptosis (TNF-a, INF-y, MCP-1 e IL-6) en
sobrenadantes de cultivo de la linea celular WEHI-3 y sobrenadante de cultivo de
células mononucleadas de médula ésea normal de ratén y suero de ratones sanos

tratados.

e Determinar si el tratamiento con los extractos de Sechium spp. es capaz de inducir el
aumento en la concentracién de citocinas promotoras de la hematopoyésis (GM-
CSF, M-CSF y G-CSF) en sobrenadante de cultivo de células mononucleadas de ratén

normal y suero de ratones normales tratados.
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MATERIAL Y METODOS

Preparacion de los extractos

Se colectaron frutos de S. compositum, S. chinantlense y S. edule grupo varietal nigrum
spinosum en madurez horticola (Watada et al., 1985; Cadena y Arevalo, 2011), en el Banco
Nacional de Germoplasma de S. edule (BANGESe), GISEM-CRUO-UACh. Los frutos completos
(semillas, epidermis y espinas) fueron lavados, secados, picados en hojuelas, y se secaron a
40°C con circulaciéon de aire hasta su deshidratacién completa. Posteriormente fueron
macerados para estandarizar el tamafio de la particula. Empleando 1 kg de fruto seco y
molido por cada especie, se sometieron a una extraccién sélido-liquido con metanol hasta
agotar la muestra, colectando el extracto arrastrado por el disolvente en un matraz, seguido
de una evaporacion a presiéon reducida hasta concentrar el extracto (Cadena et al., 2005).
Los extractos fueron pesados y disueltos en solucién fisiolégica (PBS), para finalmente ser

esterilizados por luz UV (Apéndice I).

Cultivo de la linea celular WEHI-3

Para este trabajo se empled la linea de leucemia mielomonocitica de ratén WEHI-3
(ATCCRockville, MD, EUA), considerada como uno de los modelos en ratén de mayor valor y
uso en el estudio de la leucemia mieloide aguda (Robinson y Rose, 1992; Diloo et al., 1997;
Park et al., 2002; Wen et al., 2010), originalmente establecida a partir de cultivo sucesivo

de un sarcoma mieloide de ratones BALB/c (Warner et al., 1969).

Dentro de sus caracteristicas estd el hecho de que secreta al medio CSA (colony-stimulating
activity: actividad estimuladora de colonias), lisozima e IL-3. Se sabe que se inhibe su
crecimiento en presencia de 4 ng/mL de lipopolisacarido, 6 30-40 g/mL de sulfato de

dextran. Estas células tienen la jerarquia hematopoyética de ser células inmaduras o
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progenitoras mielomonociticas, y es ampliamente empleada para estudios sobre el control

de la proliferacién y diferenciacion de células leucémicas (Metcalf, 1980).

Las células fueron cultivadas con IMDM (Iscove’s Modified Dubelcco’s Medium) (Gibco BRL
NY, EUA) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) desactivado (Gibco BRL NY,
EUA), adicionando B-mercaptoetanol (0.05 mM) (Sigma-Aldrich, EUA), manteniéndose a
37°C, al 5% de CO® y humedad saturante, con resiembra cada 48 h a una densidad de 30 000

cel/mL (Apéndice I).

Obtencion y cultivo de células mononucleadas de médula ésea (CMN-MO)

Se emplearon ratones hembras de 8 a 12 semanas de edad clinicamente sanos de la cepa
BALB/c, sacrificados por dislocacion cervical, obteniendo los fémures para posteriormente
aislar las células mononucleadas. Brevemente: los fémures fueron perforados en ambas
epifisis, con una jeringa de 5 mL, se hizo fluir medio IMDM suplementado con SFB al 15%
para extraer la células totales de médula dsea, la suspensién celular ser centrifugd para
obtener el botdn celular. Este fue resuspendido en 2 ml de medio de cultivo Iscove con SFB
al 15%. Enseguida se pasaron mediante un método de gradiente de densidad empleando
ficoll (6=1.077g/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) por 30 minutos a 3000 rpm (Hermie
Labortechnik, Germany). Al finalizar este periodo se obtuvo un anillo celular el cual contenia
a las células mononucleadas, las cuales fueron extraidas y lavadas dos veces con Iscove y

SFB al 15%, para realizar el conteo celular.

Evaluacion de la proliferacion celular

Para confirmar el efecto de los extractos crudos de las diferentes especies de Sechium en la
proliferacidon de la linea celular leucémica WEHI-3, se usé una densidad de 5 000 cel/mL.
Las células se mantuvieron en cultivo durante 72 h en placas de 96 pozos fondo plano
(Corning NY, USA) en las condiciones ya mencionadas. Se cultivaron en ausencia o presencia

de cada uno de los extractos a concentraciones de 0, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5y 5 pg/mL
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para el extracto crudo de S. compositum y S. chinantlense, y a concentraciones de 0, 40,
230, 470, 1180 y 2370 pg/mL para S. edule grupo varietal nigrum spinosum, empleando
como controles la adicién de PBS como vehiculo y 1.2 ug/mL de Ara-C® (citarabina: 1-beta-

D-arabinofuranosilcitosina) como control positivo de inhibicion de la proliferacidn.

En el caso de las células monucleadas, estas fueron cultivadas inmediatamente después del
procedimiento de obtencién antes descrito, en IMDM suplementado con 15% de SFB (Gibco
BRL, USA), 5% de suero equino y 5 ng/mL de Interleucina-3 recombinante de ratén (rmlL-3),
a una densidad de 100,000 cel/mL en placas de 96 pozos (Corning NY, USA). Fueron
mantenidas en cultivo durante 48 h para obtener una mayor densidad celular antes de la
adicién de los extractos, transcurrido ese lapso de tiempo, las células fueron estimuladas a
las concentraciones antes establecidas para WEHI-3 y se mantuvo en cultivo durante 72 h

mas.

La proliferacion celular fue evaluada mediante la técnica de cristal violeta modificada por
Kueng (1989) y originalmente propuesta por Gillies et al. (1986). Brevemente, transcurridas
las 72 h de incubacion bajo el estimulo de los extractos, las células fueron fijadas con 50
uL/pozo de glutaraldehido al 1.1% durante 24 h (Apéndice 1). Posteriormente se elimind el
fijador y se adiciond 50 uL/pozo de la solucidn de cristal violeta al 1% para teiiir el nicleo de
las células (Wakelin et al., 1981) lo cual es un parametro indirecto para determinar el
numero celular (Gilles et al., 1986). La placa se mantuvo en agitacién en un agitador de
placas (Red Rotor, Instrumental electrénicas, EUA) durante 5 min, al término de este
periodo el colorante no asimilado por las células fue eliminado por lavados con agua
destilada. Finalmente el colorante unido a las células se solubilizé con 50 uL/pozo de acido
acético al 10% (Apéndice 1) y se dejo agitar la placa 20 min. Posteriormente se evalud la
placa a una densidad éptica de 570 nm en un espectrofotdmetro de placas (Tecan Spectra,
Austria) y se graficaron los valores de absorbancia en términos de porcentaje de

proliferacién de los diferentes estimulos con respecto al control.

Posteriormente, mediante la ecuacidon de regresién lineal se determind la concentracién

necesaria de cada uno de los extractos para disminuir aproximadamente un 50% la
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densidad celular (ICsp) en la linea celular WEHI-3 y células mononucleadas de médula ésea

normal de ratén (CMN-MO) con respecto al vehiculo.

Obtencion del sobrenadante de cultivos

Las células fueron estimuladas con la ICsp de cada uno de los extractos para las células
WEHI-3 y CMN-MO: PBS como vehiculo, S. compositum 0.93 y 1.80 ug/mL, S. chinantlense
0.3 y 3.56 pg/mL, S. edule grupo varietal nigrum spinosum con 803.1 y 1992.9 ug/mL
respectivamente y 1.2 ug/mL de Ara-C® como control positivo. Finalmente para colectar el
sobrenadante, y transcurrido el tiempo de estimulo, se colectaron las células y el medio de
cultivo, para ser centrifugados y asi colectar el sobrenadante, el cual fue almacenado a -

20°C hasta su procesamiento.

Tratamiento de los ratones y obtencion de suero

Ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas de edad, fueron mantenidos y alimentados ad
libitum, bajo condiciones estériles y libres de patégenos en el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. Fueron divididos en 5 grupos y cada grupo estuvo
conformado por 5 ratones: el grupo control que recibié 1 mL de PBS, un grupo para cada
uno de los extractos: los grupos conformados por S. compositum vy S. chinantlense
recibieron 1 mL de PBS con una dosis de extracto crudo de 6.6 mg/kg de peso de ratén y el
grupo de S. edule grupo varietal nigrum spinosum recibié 1 mL de PBS con una dosis del
extracto crudo de 790 mg/kg de peso de ratdn, finalmente el Ultimo grupo de tratamiento
recibio 1 mL de PBS con una dosis de citarabina de 3 mg/kg de peso de raton. Los ratones
fueron inyectados via intraperitoneal (IP) cada 48 h por 7 dias. Transcurridas 2 h después de
la ultima inyeccidn, los animales fueron anestesiado con éter, y se obtuvo la sangre del
plexo axilar, posteriormente se centrifugd a 2000 rpm (Hermie Labortechnik, Germany) para

obtener el suero y colocarlo en tubos estériles a -20°C hasta su procesamiento.
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Deteccion de citocinas por CBAs

La determinacidon y cuantificacion de las citocinas TNF-a, INF-y, MCP-1 e IL-6, en el
sobrenadante de cultivos y sueros de ratones tratados, se realizd por citometria de flujo
mediante CBA (Mouse Inflammation Kit Cytometric Bead Array (CBA, BD Biosciences
Pharmigen, San Diego, EUA) apegandose al protocolo de uso descrito por el fabricante. Este
sistema permite cuantificar en una sola muestra los niveles de las citocinas antes
mencionadas por citometria de flujo, a partir de estandares de concentracién conocidos

(Kolkowski, 2004). A continuacion se explica brevemente el ensayo:

El sistema de BD citometria de perlas (CBA) emplea un conjunto de diferentes particulas en
suspension con intensidades de fluorescencia diferentes para detectar simultdaneamente
multiples analitos solubles en una muestra, tales como citocinas empleando como
herramienta un citémetro de flujo. Esta técnica permite la determinacién rapida de perfiles
de citocinas en pequefios volumenes de muestra (Amsen et al., 2009). Las concentraciones
de cada curva y sensibilidad del kit se encuentran de 20 a 5000 pg/mL para cada una de las

citocinas.

Cada subconjunto de perlas en suspension se recubre con diferentes anticuerpos de
captura, y tiene una intensidad fluorescente distinta, lo que les permite ser distinguidos.
Brevemente, las diferentes poblaciones de perlas de captura se mezclaron, y fueron
incubadas con los controles, concentraciones de la curva y muestras, posteriormente se
incubaron con anticuerpos de deteccién conjugados con PE (ficoeritrina) para formar
complejos “sandwich”. Transcurrido el tiempo de incubacién las muestras fueron lavadas y
leidas en un citémetro de flujo FACSAria Il (BD Biosciences, San José, CA, USA), tras realizar

el acondicionamiento del aparato con los controles de compensacion del kit.

Para el analisis de las muestras se utilizé el software FCAP Array version 3.0 (BD Biosciences,
San José, CA) el cual realizé la conversién de fluorescencia a concentracion a partir de la

curva estandarizada para cada una de las citocinas.
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Deteccion de citocinas por ELISA

Para la deteccion de citocinas hematopoyéticas tales como GM-CSF, G-CSF y M-CSF, se
empleo la técnica de ELISA. Dentro de los métodos mas confiables de inmunodiagndstico,
debido a su facil manejo, alta sensibilidad y especificidad, se encuentran las pruebas
inmunoenzimaticas; la mdas importante de ellas: ELISA (Enzime-linked immunoabsorbent

assay), es utilizada para la deteccidén de anticuerpos y antigenos (Cornejo et al., 2010).

El ensayo inmunoenzimatico ELISA se basa en el uso de anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que el conjugado antigeno-anticuerpo resultante tenga actividad tanto
inmunolégica como enzimatica pudiendo ser revelada mediante la adicién de un substrato
especifico que, en contacto con la enzima, producird un color observable a simple vista y

cuantificable por un lector de densidad dptica (Ruiz y Martinez, 2007).

Para detectar las citocinas mediante la técnica de ELISA se emplearon los sobrenadantes de
cultivo y sueros congelados, sefialados previamente. El procedimiento se realizd
apegandose al protocolo de los kits de ELISA para GM-CSF (MGMO00), G-CSF (MCS00) y M-

CSF (MMCO00) (R&D Systems, EUA). A continuacion se explica brevemente el ensayo:

Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo enzimatico cuantitativo (tipo "sandwich").
Un anticuerpo policlonal de captura especifico para GM-CSF, G-CSF 6 M-CSF de ratén fue
pre-revestido por el fabricante sobre cada microplaca. Las concentraciones de cada curva y
sensibilidad de cada kit varian de la siguiente forma: 7.8 a 500 pg/mL para GM-CSF, 14.1 a
900 pg/mL para G-CSF y 31.2 a 2,000 pg/mL para M-CSF. Las concentraciones de la curva,
control, y muestras se pipetearon en los pocillos y cualquier citocina especifica del kit de
raton presente, quedo unida por el anticuerpo inmovilizado. Después de lavar para retirar el
exceso de lo que no pudo unirse, se afiadid un anticuerpo policlonal ligado a enzimas
especifico para GM-CSF, G-CSF 6 M-CSF (dependiendo del kit utilizado) a los pocillos.
Después de un lavado para eliminar cualquier reactivo de anticuerpo-enzima no unido, se
anadié una solucién de sustrato a los pocillos. La reaccidon enzimatica, dio como resultado
un producto de color azul que se vuelve amarillo cuando se aiadié la solucién de parada.

Finalmente se leyd la absorbancia a 450 nm en un espectrofotémetro (Tecan Spectra,
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Austria). La intensidad del color fue medido en proporcién a la cantidad de citocina
especifica de ratdn unida en el paso inicial. Los valores de las muestras se determinan a

partir de la curva estandar.

Manejo de datos

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces de manera independiente por
triplicado. Los datos son presentados como media + la desviacion estandar. Para determinar
la diferencia significativa en las pruebas de proliferacién se aplicd un andlisis de varianza
(ANOVA), con la prueba de Tukey (p<0.05) y para los ensayos de ELISA y CBAs, se probd el
medio y suero de al menos tres ensayos independientes con dos repeticiones y se realizd
una prueba t de Student (P<0.05) respecto al vehiculo para obtener la diferencia
significativa de cada ensayo empleando el programa SPSS (Statical Package for the Social

Sciences) version 11.0 para Windows 2000.
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RESULTADOS

EFECTO DE EXTRACTOS CRUDOS DE Sechium SOBRE LA PROLIFERACION DE LA
LINEA CELULAR LEUCEMICA MIELOMONOCITICA DE RATON WEHI-3 Y CELULAS
MONONUCLEADAS DE MEDULA OSEA DE RATON NORMAL

Los extractos crudos de S. compositum, S. chinantlense y S. edule grupo varietal nigrum
spinosum tienen un efecto antiproliferativo in vitro sobre la linea celular leucémica WEHI-

3 y células mononucleadas de médula ésea de ratén normal.

Para confirmar el efecto negativo de los extractos crudos de las diferentes especies de
Sechium en la proliferacién de la linea celular leucémica WEHI-3, las células se cultivaron en
ausencia o presencia de cada uno de los extractos a concentraciones de 0, 0.07, 0.15, 0.3,
0.6, 1.2, 2.5 y 5 ug/mL para el extracto crudo de S. compositum y S. chinantlense, y a
concentraciones de 0, 40, 230, 470, 1180 y 2370 ug/mL para S. edule grupo varietal nigrum
spinosum, se mantuvieron durante 72 h usando como control de inhibicién de Ia
proliferaciéon celular 1.2 ug/mL de Ara-C®. La evaluacién de la proliferacion se realizd

mediante la tincion con cristal violeta, obteniendo la curva de inhibicidn de la proliferacién.

Debido a que es importante determinar si la actividad de los extractos de Sechium se
restringe solamente a células leucémicas o también afecta el potencial de células normales,
se evalud el efecto de los extractos sobre la proliferacion de células mononucleadas de
médula ¢ésea de ratdn normal en cultivo in vitro, siendo expuestas o no a las

concentraciones empleadas en la linea celular WEHI-3 para cada uno de los extractos.

Los resultados muestran que el extracto crudo de S. compositum inhibe la proliferacién en
forma dependiente de la concentracién en la linea celular leucémica WEHI-3 y en células
mononucleadas de médula dsea de ratéon normal in vitro (Figura 5), teniendo efecto

antiproliferativo significativo a partir de 0.15 ug/mL para las células leucémicas, mientras
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que para las células normales, se muestra a partir de 0.6 pug/mL; en comparacién el Ara-C

redujo en mas del 80% la proliferacién de ambos cultivos celulares.

Figura 5. Efecto antiproliferativo inducido por el extracto de S. compositum, sobre la linea celular
WEHI-3 y CMN-MO. Evaluacion mediante la técnica de cristal violeta después de 72 h de cultivo.
Control con vehiculo (0), 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5, y 5 ug/mL de extracto. Se incluye Ara-C (1.2
ug/mL) como control de inhibicion de la proliferacién. Los valores son el promedio de tres ensayos
con tres repeticiones. *Diferencia significativa contra su respectivo control (ANOVA Tukey p<0.05).

Para el extracto de S. chinantlense los datos obtenidos muestran que a partir de 0.15 pug/mL
de extracto, hay un efecto antiproliferativo significativo tanto en la linea celular
mielomonocitica WEHI-3, como en células mononucleadas de médula dsea de raton normal.
Es importante resaltar que a partir de esta concentracién en la linea celular WEHI-3, la
proliferacién celular se abate, alcanzando una reduccion de mds del 90% en la
concentracién mds alta que corresponde a 5 ug/mL de extracto, mientras que a esta misma
concentracion, la proliferacion de las células mononucleadas de médula ésea de ratén

normal se muestra reducida en menos del 60% con respecto al control (Figura 6).
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Figura 6. Efecto antiproliferativo inducido por el extracto de S. chinantlense, sobre la linea celular
WEHI-3 y CMN-MO. Evaluacion mediante la técnica de cristal violeta después de 72 h de cultivo.
Control con vehiculo (0), 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5, y 5 ug/mL de extracto. Se incluye Ara-c (1.2
ug/mL) como control de inhibicion de la proliferacién. Los valores son el promedio de tres ensayos
con tres repeticiones. *Diferencia significativa contra su respectivo control (ANOVA Tukey
p<0.05).

En el caso del extracto de S. edule grupo varietal nigrum spinosum, la diferencia significativa
del efecto antiproliferativo se muestra a partir de 230 ug/mL del extracto para la linea

celular leucémica WEHI-3, mientras que dicho efecto en células mononucleadas es a partir

de 1180 pug/mL, mostrando que a esta concentracidén para las células leucémicas, logra
abatimiento de la proliferacion celular en mas del 80%, efecto casi comparable con Ara-C

(Figura 7).
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Figura 7. Efecto antiproliferativo inducido por el extracto de S. edule grupo varietal nigrum
spinosum, sobre la linea celular WEHI-3 y CMN-MO. Evaluacion mediante la técnica de cristal
violeta después de 72 h de cultivo. Control con vehiculo (0), 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5,y 5 pug/mL
de extracto. Se incluye Ara-c (1.2 pug/mL) como control de inhibiciéon de la proliferacion. Los
valores son el promedio de tres ensayos con tres repeticiones. *Diferencia significativa contra su
respectivo control (ANOVA Tukey p<0.05).
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Determinacion de las concentraciones de los extractos de Sechium, requeridas para
disminuir en un 50% la densidad celular (ICs0) en la linea celular leucémica WEHI-3 y

células mononucleadas de médula 6sea de raton normal

En las graficas anteriores se muestran las curvas de inhibicion de la proliferacion celular en
forma dependiente de la concentracién sobre la linea celular leucémica WEHI-3 y células
mononucleadas de médula dsea de raton normal, tratadas con los diferentes extractos de
Sechium. En base a las graficas se obtuvo la ecuaciéon de regresion lineal que permitid
obtener el valor de la recta y con ellas determinar los valores de concentracion que indican

decremento aproximado del 50% en la densidad celular (ICsp) (Tabla 2) (Apéndice Il).

Tabla 2. Valores de ICsg

IC50 pug/mL
WEHI-3 CMN-MO
S. compositum 0.93+0.50 1.80+0.03
S. chinantlense 0.30+0.03 3.53+0.19
S. edule 803.17 £91.10 1992.90 + 255.48

IC5o de los extractos de Sechium sobre la linea celular leucémica WEHI-3 y CMN-MO de raton
normal, calculada en base a la curva dosis-respuesta y obtenida a partir de una ecuacién de
regresion lineal. Los valores son el promedio de tres ensayos con tres repeticiones. * Desviacion
estandar.
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EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE Sechium EN LA ALTERACION DE LOS NIVELES DE
CITOCINAS INVOLUCRADAS EN LA INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Una vez determinado el efecto antiproliferativo y con el fin de detectar las posibles citocinas
responsables de la inhibicién de la proliferacidén celular, se evaluaron los niveles de algunas
de las citocinas de mayor importancia, empleando la ICsg para cada uno de los extractos en
cultivos de la linea celular leucémica WEHI-3 y CMN-MO de ratén normal, transcurridas 72 h

de incubacién se obtuvo el sobrenadante de los cultivos para su evaluacién.

Debido a que los datos anteriores sugieren efecto diferencial de los extractos de Sechium
sobre la linea celular WEHI-3 y células de médula dsea normal, afectando en mayor medida
a las células leucémicas, se considerd relevante determinar el efecto de los extractos en un
modelo in vivo, por lo que se empled el modelo descrito por Gémez en el 2013, en el cual,
se administraron diferentes dosis de los extractos de S. compositum, S. chinantlense y S.
edule grupo varietal nigrum spinosum con el fin de determinar alteraciones en los
parametros bioquimicos y hematoldgicos en ratones sanos. Para este ensayo, se emplearon
ratones hembra de la cepa Balb/c y al término del tratamiento se obtuvo el suero de la

sangre periférica, para su evaluacion.

El tratamiento con extractos de Sechium spp., induce la alteracion de los niveles de

citocinas inhibidoras de la proliferacidn como TNF-a, INF-y, MCP-1 e IL-6 in vitro e in vivo.

Se evalud si el tratamiento con los diferentes extractos de Sechium era capaz de inducir
alteraciones en la concentracién de citocinas involucradas en la inhibicion de la
proliferacidn celular como TNF-a, INF-y, MCP-1 e IL-6. Los resultados muestran que tras la
evaluacidn de estas citocinas mediante la técnica de CBAs (Apéndice Il), TNF-a se aumenta
de manera significativa en sobrenadantes de cultivos de la linea celular WEHI-3 para los
extractos de S. compositum y S. chinantlense, mientras que para el cultivo de células

mononucleadas de médula 6sea de ratones sanos, esta citocina muestra decremento
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significativo al igual que en el suero de ratones tratados con los diferentes extractos de

Sechium con respecto al control (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles de TNF-a

TNF-a (pg/mL)
Tratamiento WEHI-3 CMN-MO SUERO

Control 0.40+0.40 89.79+5.44 5.02 £0.00
S. compositum 7.26+0.32 * 37.57+1.75*% 2.73+0.34*%
S. chinantlense 2.69+1.03 * 40.38+3.16 * 0.83+0.83*
S. edule 1.23+0.43 63.48+8.60* 0.83+0.83*
Ara-C 1.93+1.13 3.38+0.99 * 3.73+0.00 *
Determinacion de los niveles de concentracion de TNF-a mediante la técnica de CBAs en
sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, cultivo de CMN-MO y suero de ratones
tratados con los extractos de Sechium. Control con vehiculo 1mL PBS y Ara-C. *Diferencia
significativa con respecto al control (t de Student P<0.05).

Con respecto a INF-y los niveles son indetectables para el cultivo de la linea celular WEHI-3 y
células mononucleadas de médula dsea normal, sin embargo, en el suero de los ratones
tratados con los extractos de Sechium, solo S. compositum y S. chinantlense reducen los

niveles de manera significativa con respecto al control (Tabla 4).

Tabla 4. Niveles de INF-y

INF-y
Tratamiento WEHI-3 CMN-MO SUERO
Control 0.00 0.00 0.93+£0.08
S. compositum 0.00 0.00 0.26 £0.03 *
S. chinantlense 0.00 0.00 0.00 *
S. edule 0.00 0.00 2.36 £2.36
Ara-C 0.00 0.00 0.66 £ 0.59

Determinacion de los niveles de concentracion de INF-y mediante la técnica de CBAs en
sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, cultivo de CMN-MO vy suero de ratones
tratados con los extractos de Sechium. Control con vehiculo 1mL PBS y Ara-C. *Diferencia
significativa con respecto al control (t de Student P<0.05).
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Los niveles de la citocina MCP-1 en el sobrenadante de la linea celular WEHI-3 muestran
aumento en su concentracion de manera significativa en todos los tratamientos con
respecto al control, en tanto que en el sobrenandante de cultivos de células mononucleadas
de médula ésea todos muestran diferencia significativa con respecto al control pero solo S.
compositum aumenta los niveles, mientras que los demds tratamientos los reducen. Por
otra parte, en el suero de los ratones tratados, S. compositum y Ara-C aumentan de manera
significativa los niveles de MCP-1 mientras que S. chinantlense y S. edule los reduce de

manera significativa con respecto al control (Tabla 5).

Tabla 5. Niveles de MCP-1

MCP-1
Tratamiento WEHI-3 CMN-MO SUERO

Control 1.78+1.78 164.67 £1.83 16.31+0.99
S. compositum 5.63+0.29 * 258.00+13.67* 22.71+0.00*
S. chinantlense | 6.53+0.00 * 17.97+2.00 * 14.02+1.30*
S. edule 5.64 £0.89 * 52.69+12.22*% 12.09+0.00 *
Ara-C 534+1.18* 2.87+1.87* 36.85+0.72 *
Determinacion de los niveles de concentracion de MCP-1 mediante la técnica de CBAs en
sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, cultivo de CMN-MO y suero de los ratones

tratados con los extractos de Sechium. Control con vehiculo 1mL PBS y Ara-C. *Diferencia
significativa con respecto al control (t de Student P<0.05).

En el caso de la Interleucina 6, los niveles se encuentran elevados significativamente para S.
compositum y S. chinantlense en el sobrenadante de la linea celular WEHI-3, asi como en el
sobrenadante de cultivos de células de médula ésea normal, por el contrario S. edule y Ara-
C se reducen. En el suero de los ratones tratados, los niveles se aumentan de manera

significativa con respecto al control en todos los tratamientos (Tabla 6).
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Tabla 6. Niveles de IL-6

IL-6
Tratamiento WEHI-3 CMN-MO SUERO

Control 0.20+£0.20 75.43+0.78 1.32+0.08
S. compositum | 4.50+0.28 * 594.64 +3.17 * 10.51+0.32 *
S. chinantlense | 1.24 +0.00 * 123.85+4.79 * 3.40+0.09 *
S. edule 0.33+0.08 57.10+9.29 * 4.78 +0.00 *
Ara-C 0.20+£0.20 0.41+0.33 % 9.15+0.41 %
Determinacion de los niveles de concentracion de IL-6 mediante la técnica de CBAs en
sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, cultivo de CMN-MO vy suero de ratones

tratados con los extractos de Sechium. Control con vehiculo 1mL PBS (Control) y Ara-C. *Diferencia
significativa con respecto al control (P<0.05).

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE Sechium EN LA ALTERACION DE CITOCINAS
INVOLUCRADAS EN LA MIELOPOYESIS

Una vez evaluado el efecto de los extractos de Sechium en la alteracion de los niveles de
concentracion de citocinas involucradas en la inhibicién de la proliferacion, se tuvo como
objetivo el observar si bajo el modelo de tratamiento ya reportado, los extractos también

podrian tener algun efecto en la hematopoyesis.

El tratamiento con extractos de Sechium spp., induce la expresion de citocinas promotoras

de la hematopoyesis como GM-CSF in vitro, G-CSF y M-CSF in vivo.

Se evalud si el tratamiento con los diferentes extractos de Sechium era capaz de inducir el
incremento en la concentracién de citocinas involucradas en la granulopoyesis, como el
GM-CSF y el G-CSF, y en la monocitopoyesis, como el M-CSF, los cuales son factores
estimuladores clave de cada linaje. Los resultados muestran que tras la evaluacion de estas
citocinas mediante la técnica de ELISA (Apéndice Il), en sobrenadantes de cultivos de células
mononucleadas de médula ésea de ratones sanos, cultivos de células de leucemia
mielomonocitica de ratén WEHI-3 y suero de ratones tratados, se observa que en cuanto al

cultivo de células mononucleadas de médula dsea de ratones sanos, S. edule grupo varietal
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nigrum spinosum, es el Unico que presenta diferencia significativa con al incrementar la
concentracion de los niveles de GM-CSF, mientras que los niveles de esta citocina en células

WEHI-3 y suero de ratones, es indetectable, debido a su expresion escasa o nula (Tabla 7).

Tabla 7. Niveles de GM-CSF

GM-CSF (pg/mL)
Tratamiento WEHI-3 CMN-MO SUERO

Control 0.00 1.56 £ 0.53 0.00

S. compositum 0.00 3.56+0.45* 0.00
S. chinantlense 0.00 5.38+2.56 * 0.00
S. edule 0.00 8.65+1.63* 0.00
Ara-C 0.00 5.53+1.04 * 0.00
Determinacidon de los niveles de concentracion del GM-CSF mediante la técnica de ELISA en
sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, cultivo de CMN-MO y suero de ratones

tratados con los extractos de Sechium. Control con vehiculo 1mL PBS y Ara-C. *Diferencia
significativa con respecto al control (t de Student P<0.05).

En cuanto a G-CSF, se observa que existe incremento en la concentracién de los niveles de
esta citocina en el suero de los ratones tratados con los extractos de S. compositum, S.
chinantlense, S. edule y Ara-C. Los resultados obtenidos para M-CSF muestran que sus
niveles aumentan considerablemente con respecto al control en el suero de ratones
tratados con los diferentes extractos de Sechium, mientras que ambas citocinas no son
detectadas en el sobrenadante de cultivo de células de médula dsea, ni en el sobrenadante

de la linea celular WEHI-3 (Tabla 8 y 9).

Tabla 8. Niveles de G-CSF

G-CSF (pg/mL)
Tratamiento = WEHI-3 CMN-MO SUERO
Control 0.00 0.00 434.44 + 55.25
S. compositum 0.00 0.00 2157.02 £ 26.28 *
S. chinantlense 0.00 0.00 1158.76 + 43.64 *
S. edule 0.00 0.00 1166.70 + 48.16 *
Ara-C 0.00 15.33+3.72 * 872.70+28.48 *

Determinacion de los niveles de concentracion del G-CSF mediante la técnica de ELISA en
sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, cultivo de CMN-MO y suero de ratones
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tratados con los extractos de Sechium. Control con vehiculo 1mL PBS y Ara-C. *Diferencia
significativa con respecto al control (t de Student P<0.05).

Tabla 9. Niveles de M-CSF

M-CSF (pg/mL)
Tratamiento WEHI-3 CMN-MO SUERO
Control 0.00 69.96 £0.58 956.96 + 30.37
S. compositum 0.00 0.00 1448.22 +105.13 *
S. chinantlense 0.00 0.00 1798.99 + 220.93 *
S. edule 0.00 0.00 1359.45+ 104.46 *
Ara-C 0.00 0.00 1292.03 + 88.44 *

Determinacion de los niveles de concentracién del M-CSF mediante la técnica de ELISA en
sobrenadante de cultivo de la linea celular WEHI-3, cultivo de CMN-MO y suero de ratones
tratados con los extractos de Sechium. Control con vehiculo 1mL PBS y Ara-C. *Diferencia
significativa con respecto al control (t de Student P<0.05).
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DISCUSION

A pesar del avance en el conocimiento de la biologia celular, molecular y bioquimica
aplicada al tratamiento de la LMA, esta enfermedad tiene la tasa de supervivencia mas baja
de todas las leucemias (Robak y Wierzbowska, 2009). La quimioterapia y la radioterapia, los
tratamientos convencionales utilizados hoy en dia, son costosos y causan muchos efectos
secundarios, tales como vdomitos, alopecia, diarrea, estrefiimiento, y los mds importantes,
como la mielosupresion, toxicidad neuroldgica, cardiaca, pulmonar y renal, en consecuencia
todos estos efectos secundarios no solo reducen la calidad de vida, sino que la mayoria de

los pacientes mueren a causa de la enfermedad (Mans et al., 2000; Stone et al., 2004).

Aproximadamente el 60% de los medicamentos que se utilizan para el tratamiento del
cancer se han aislado a partir de productos naturales (Gordaliza, 2007) siendo el reino de
las plantas la fuente mas significativa. Se han reportado 16 nuevos compuestos derivados
de plantas que se estan probando en ensayos clinicos y de éstos, 13 se estan probando en
fase l o ll, y 3 estén en fase lll. Entre estos compuestos se encuentra el flavopiridol, aislado
del arbol Dysoxylum binectariferum y el mesoindigo, aislado de la planta china Indigofera
tinctoria, los cuales han demostrado que presentan efectos anti-cancer con menor toxicidad
que los fdrmacos convencionales (Saklani y Kutty, 2008). Es conocido que el interés de un
agente potencial anti-cancerigeno, no sélo depende de su actividad hacia las células

malignas, sino de su falta de toxicidad para los tejidos normales (Lickliter et al., 2003).

En este trabajo se confirma que extractos crudos de frutos de S. compositum, S.
chinantlense y S. edule grupo varietal nigrum spinosum inhiben la proliferacién en forma
dependiente de la concentracidn en la linea celular de leucemia mielomonocitica de ratén
WEHI-3 y de células mononucleadas. En todos los casos se observo que la ICsq para células
mononucleadas de médula désea fue mayor que para las leucémicas, estos datos
corresponden al efecto reportado anteriormente, donde la ICso de S. edule (Jacq) Sw. es

mayor a 400 pg/mL en la linea celular macrofagica de ratén P388 (Salas y Torres, 2007),
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mientras que especies silvestres como S. compositum y S. chinantlense mantienen una ICs
en esta linea celular de 2.75 y 2.32 pg/mL respectivamente, lo cual indica que los extractos
silvestres son por lo menos 150 veces mas potentes que los provenientes de S. edule, una
especie domesticada (Tiburcio, 2011). Estos datos indican que las células leucémicas, son
doblemente sensibles al extracto que las normales, lo cual sugiere una posible selectividad
citotoxica para las células tumorales, una caracteristica que no conservan muchos
antineopldsicos (Vega et al., 2006) y constituye una ventana de sensibilidad tumoral versus

células normales nada despreciable en una terapia antitumoral.

Este efecto diferencial entre especies de Sechium, es debido probablemente a que los frutos
de las especies silvestres presentan mayor cantidad de metabolitos tales como flavonoides
y flavonas, que son de gran importancia en la farmacologia ya que se les atribuyen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antialergénicas, antivirales, antimutagénicas y
anticancerigenas (Hirano et al., 2001; Ren et al., 2001; Benito et al., 2002; Sen et al., 2002;
Aguiiiga, 2013). Ademas del contenido de curcubitacinas, que se encuentran en mayor
cantidad en las especies silvestres y son las probables responsables del sabor amargo en los
frutos, ya que en S. edule grupo varietal nigrum spinosum en su estatus de variante
domesticada muestra bajos valores y carece de dicho sabor, las curcubitacinas son de
interés biomédico, ya que se ha descrito su actividad citotdxica en células tumorales a muy

bajas concentraciones (Setzer y Setzer, 2003; Cadena-liiguez, 2005).

El Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos establece que los extractos crudos
con ICso menor a 20 pug/mL son agentes con potencial anticancerigeno, lo que resalta el
potencial antiproliferativo de los extractos de S. compositum y S. chinantlense con una ICs
de 0.93 y 0.30 pug/mL respectivamente, ya que no solo se encuentran en este rango, sino
que incluso cumplen el mismo criterio de interés oncolégico como si se trataran de
moléculas puras, cuyo nivel de ICso es menor a 5 pg/mL (Boik, 2001). No obstante, también
se debe tener presente, que una disminucion en la proliferacién de cualquier tipo de célula
puede ser consecuencia de citotoxicidad del compuesto de interés (Freshney, 1994), por lo
gue en oncologia, la eficacia de los fdrmacos antitumorales es relacionada ademds con su

capacidad para inducir apoptosis (Darzynkiewicz et al., 1992).
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El grupo de trabajo de Hematopoyesis y Leucémia de la FES-Zaragoza, demostré que
extractos crudos de S. compositum, S. chinantlense y S. edule, no solo inhibian la
proliferacién de las lineas leucémicas mieloides de ratén P388, 1774 y WEHI-3, sino que
ademas de disminuir la viabilidad celular, inducian la formaciéon de cuerpos apoptodticos, y
promovian la fragmentacion del ADN (Cadena, 2013; Aguiiliga, 2013), ambas evidencias
consideradas como pruebas de excelencia para la deteccion de apoptosis (Taylor et al.,
2008; Guimarais et al., 2012). Por otro lado, en un modelo experimental in vivo, la
administracion de los extractos no mostré tener un efecto toxico en érganos al no alterar
los indices esplénico, hepatico y timico en ratones sanos, sino por el contrario, aumento el
indice mitético de médula dsea, proponiendo una posible actividad inmunoestimulante

(Gémez, 2013).

En este sentido, la hematopoyesis involucra la proliferacién, sobrevivencia y diferenciacion
de células progenitoras hematopoyéticas (Metcalf, 1999), eventos regulados
principalmente por interleucinas y factores de crecimiento hematopoyético (Barreda et al.,
2004). Es conocido que este conjunto de factores modula positiva y negativamente la
hematopoyesis. La regulacion de la proliferacion celular no esta restringida a la familia de
las citocinas, no obstante, se les ha atribuido un mayor espectro de actividades bioldgicas,
destacando la promocion de la diferenciacién celular, la induccidn de la proliferacién celular
y la inhibicién del crecimiento en células tumorales (Nathuan y Sporn, 1991; Mire y Thorpe,

1998).

Asi, para evaluar los posibles responsables de la inhibicion de la proliferaciéon y muerte
celular, se evaluaron los niveles de TNF-a, el cual se ha considerado como un agente anti-
cancer desde su descubrimiento hace dos décadas. Miembros de la familia de TNF-a juegan
un papel importante en diversos procesos fisiolégicos y patoldgicos, incluyendo la
proliferacién celular, la diferenciacién, la apoptosis, la modulacidn de la respuesta inmune y
la induccion de la inflamaciéon (Kawasaki et al., 2002). TNF-a se expresa primordialmente
por macréfagos y monocitos, pero también es expresada por neutréfilos, células NK,

mastocitos, células endoteliales y linfocitos activados (Bedoui et al., 2005; Croft, 2009).
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Para la linea celular de leucemia mielomonocitica de ratédn WEHI-3, la literatura reporta que
tiene la capacidad de secretar al medio CSA (colony-stimulating activity), lisozima (LZM) e
interleucina-3 (IL-3) y es inhibida por la presencia de LPS (Ralph et al., 1976, 1977; Metcalf,
1980; Lee et al., 1982), estas células tienen la jerarquia hematopoyética de ser células
inmaduras o progenitoras mielomonociticas, y es ampliamente empleada para estudios
sobre el control de la proliferacién y diferenciacién de células leucémicas (Metcalf, 1980),
inclusive, resultados del equipo de trabajo revelan los niveles de TNF-a en dicha linea
celular, sin inducir su produccién al ser tratadas con caseinato de sodio (CasNa) una
proteina de la leche y fuerte inhibidor de la proliferacidn celular en WEHI-3 (Ledesma et al.,
2005). En contraste, en este trabajo se detectan niveles basales, casi indetectables de esta
citocina y se observa que el tratamiento con extractos de Sechium, inducen su produccién,
lo que explicaria la inhibicion de la proliferacion, sugiriendo que la accion es mediada por la
molécula de TNF-a, un reconocido inductor de la muerte celular, que inclusive puede
inducir apoptosis (Giora et al., 1992; Boing et al., 1998), este efecto bioldgico coincide con
lo reportado para otra linea celular tumoral L929 (fibrosarcoma de pulmén) (Humphreys y

Wilson, 1999).

Por el contrario, en cultivos de CMN-MO de ratdn, y suero de ratones tratados con los
extractos de Sechium, los niveles de esta citocina no aumentan, sino se reducen de manera
significativa hasta en un 50%, de esta forma podria explicarse la selectividad de los
extractos entre ambos tipos celulares, induciendo a las células tumorales a apoptosis y no
asi a las células normales de médula dsea, tejido altamente sensible a los tratamientos para
combatir la leucemia (Aguifiiga, 2013), cabe resaltar que el efecto mejor estudiado del TNF-
a al liberarse en forma sistémica, es la induccidon del choque séptico, que se origina cuando
niveles elevados de TNF son liberados a la circulacién, provocando activacién endotelial
masiva, asociada al desarrollo del sindrome de dafo organico multiple que suele conducir a
la muerte (Esquivel, 2007), por lo que el tratamiento continuo con extractos de Sechium,
parece no conducir a una respuesta negativa en individuos sanos, dilucidando que en este

sentido, no causaria dafios en pacientes bajo tratamiento.
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Los niveles de INF-y, no fueron detectados en el sobrenadante de la linea celular WEHI-3, ni
en cultivo de CMN-MO, su evaluacién se empleo debido a que se ha descrito que las células
presentadoras de antigeno tienen la capacidad de generar INF-y pero su principal fuente
son los linfocitos activados, Th1l (CD4+), T (CD8+) y en menor grado por células NK (Abbas y
Lichtman, 2003). Ambos cultivos de nuestro modelo de estudio estdn compuestos
mayoritariamente por células de linaje mieloide: blastos, granulocitos y monocitos en el
caso de la linea celular WEHI-3 y mieloblastos, granulocitos, monocitos y linfocitos para el
cultivo de CMN-MO (Ramos, 2004; Dominguez, 2012) que pertenecen al mismo linaje que

los macrofagos, células reconocidas como presentadoras de antigeno.

Por otro lado, en la evaluacion sobre el suero de ratones tratados con los extractos, no hay
una diferencia significativa con respecto al control e incluso S. compositum y S. chinantlense
parecen reducir los niveles de dicha citocina, lo que nos sugiere un método adecuado y libre
de patdgenos en la preparacion y administracion de los extractos, ya que diversos agentes
pueden inducir la sintesis y secrecion de IFN, como los virus que son fuertes potenciadores,
seguidos de las infecciones por bacterias, micoplasmas y protozoos, inclusive ciertas
citocinas, factores de crecimiento y factores estimuladores de colonias (Aguirre et al.,

2002).

Es conocido que las citocinas presentan regulaciones positivas y negativas entre si y por lo
general no actuan solas, sino con otras citocinas producidas por la misma célula, pudiendo
inducir, potenciar o inhibir la produccién de otras citocinas (Aguirre et al., 2002), por esta
razén consideramos importante la evaluacién de citocinas que por la naturaleza de nuestros
modelos de estudio, pudieran estar presentes, e incluso actuar sinérgicamente en los

efectos bioldgicos ya reportados.

Por lo anterior se evalué a la quimiocina MCP-1, su nombre proviene de su funcidn
guimiotactica y tiene un papel critico como iniciadora y promotora de las reacciones
inflamatorias, ya que regula el trafico y afluencia al sitio de inflamaciéon de varios tipos
celulares leucocitarios y es secretada principalmente por monocitos, macréfagos y células

dendriticas (Carr et al., 1994; Xu et al., 1996; Aguirre et al., 2002; Craig y Loberg, 2006). Se
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ha reportado que la expresién de MCP-1 puede ser inducida después de la interaccidon con
estimulos inflamatorios, incluyendo los virus, LPS, y algunas citocinas como TNF-a, IL-1, INF-
Y, entre otras (Luo et al., 1994; Luster y Rothenberg, 1997), este hecho coincide con los
niveles de MCP-1 y TNF-a en el sobrenadante de la linea celular WEHI-3, donde los niveles
de ambas citocinas se elevaron en los tratamientos con los extractos de Sechium,
reforzando esta idea, el equipo de trabajo ha demostrado que el tratamiento con extractos
de Sechium inducen a las células WEHI-3 a muerte por apoptosis y no asi a las células
normales (Aguifiga, 2013), en este contexto la literatura reporta que en un modelo de
microambiente tumoral, MCP-1 mostré una actividad antiproliferativa e incluso
proapoptdtica directa de monocitos hacia células de cancer pancreatico, donde también se
vio involucrada la citocina TNF-a, induciendo apoptosis y mostrando una reduccién de la
tasa de proliferaciéon de cancer de pancreas, en sintesis, proponen a dichas citocinas como

un posible regulador negativo de la progresién del cancer (Monti et al., 2003).

En el sobrenadante de cultivos de células mononucleadas de médula désea todos los
tratamientos muestran bajar los niveles de MCP-1 de manera significativa, a excepcién de S.
compositum que los aumenta, mientras que al ser evaluados en el suero de los ratones
tratados, se observa que S. compositum y Ara-C aumentan de manera significativa a MCP-1
mientras que S. chinantlense y S. edule reduce significativamente los niveles detectados con
respecto al control. Los resultados obtenidos para células normales y ratones sanos llaman
la atencién, debido a que en los ultimos afos la sobre-expresidn de esta quimiocina ha sido
asociada a muchas condiciones patolégicas tales como enfermedades cardiovasculares,
esclerosis multiple, artritis reumatoide, entre otras, asi como su importante papel en la
vigilancia inmune de rutina, la modulacién inmune, y especialmente en la limpieza de

infecciones virales agudas (Deshmane et al., 2009).

Considerando que TNF-a es una citocina involucrada en la cascada de sefalizacion para la
activacion de MCP-1, los resultados tanto in vitro como in vivo para S. compositum no
pueden ser concluyentes, por lo que valdria la pena analizar algunas otras citocinas

proinflamatorias como IL-1, la cual podria desempenar un papel importante en la iniciacién

65



de la cascada (Milligan et al., 2003; Deshmane et al., 2009). La reduccion en los niveles de
MCP-1, pareceria ser beneficioso en algunas de las condiciones patolégicas mencionadas
anteriormente, sin embargo se debe sopesar cuidadosamente debido a su papel en el
mantenimiento de la salud y debe considerarse que el reclutamiento de
monocitos/macréfagos en un érgano en particular en respuesta a la inflamacidon, es una
funcion vital para eliminar los patégenos invasores a través de la fagocitosis (Deshmane et

al., 2009).

Es conocido que el TNF-a favorece la produccidn y liberacidon de citocinas pro-inflamatorias
como IL-6 (Cova, 2006), por lo que esta citocina también fue evaluada. IL-6, es una citocina
con un amplio rango de actividades bioldgicas al ser una conocida como multifuncional, ya
gue tiene acciones inflamatorias como antinflamatorias (Choy, 2004) es producida por una
gran variedad de células, fundamentalmente por monocitos, macréfagos, fibroblastos,
células endoteliales, linfocitos T y células del estroma de la médula ésea, puede ser inducida
por IL-1 y TNF-a de fibroblastos, células endoteliales, queratinocitos, astrositos, células B, T
y otras, ademas es inhibida por los glucocorticoides. Actia como regulador de la actividad
inmunolodgica, la reaccidén de fase aguda, oncogénesis, inflamacion y hematopoyesis (Diaz,

2007; Gonzalez, 2008; Figueroa, 2010).

En la evaluacion de los niveles de esta citocina en el sobrenadante de la linea celular WEHI-
3, los niveles se encontraron elevados con respecto al control, probablemente debido a que
la produccién de IL-6 por monocitos puede inducirse por la acciéon de TNF-a (Diaz, 2007),
inclusive los resultados sugieren que la cantidad de IL-6 en el sobrenadante es proporcional
a la cantidad de TNF-a, ya que S. compositum y S. chinantlense mostraron niveles de TNF-a
de 7.26 y 2.69 pg/mLy para IL-6 de 4.5y 1.24 pg/mL respectivamente, mientras que S. edule
y Ara-C mostraron niveles mas bajos de TNF-a con 1.23 y 1.93 pg/mL y para IL-6 de 0.33 y
0.20 pg/mL, disminucion que se refleja en una diferencia significativa solo para S.
compositum y S. chinantlense. Después de la evaluacién en el sobrenadante de cultivos de
células mononucleadas de médula ésea estas dos especies se elevan de manera significativa

con respecto al control, por el contrario S. edule y Ara-C se reducen; en el suero de los
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ratones tratados, los niveles se aumentan de manera significativa con respecto al control en

todos los tratamientos.

Conocer el rol de esta citocina en células normales es algo confuso, debido a que como ya
se ha descrito, se considera como pleiotrdpica, en el peor de los casos, se le relaciona con
enfermedades que se acompaiian de un proceso inflamatorio crénico en el que la
produccidn de citocinas como IL-1, TNF-a e IL-6 se encuentra excesivamente elevadas vy
fuera de control, aunque por el momento todavia se discute si los macrdéfagos son los
responsables de la aparicion de la enfermedad o si su actividad descontrolada es una
consecuencia de esta (Cremer et al.,, 2000; Wang et al., 2000; Ross y Auger, 2002;
Kishimoto, 2005), sin embargo, al no encontrar niveles elevados de TNF-a en el suero de los
ratones tratados con los extractos, nos lleva a pensar que el papel de esta citocina tras el
estimulo es favoreciendo la hematopoyesis, resultado reflejado en el aumento de células en
division de la médula dsea (Gomez, 2013). En este contexto la literatura reporta que IL-6 es
una citocina involucrada en la regulacion de la respuesta inmune, la reaccion en fase aguda,
la hematopoyesis y ademas en su rol de citocina antiinflamatoria tiene la capacidad de

suprimir la sintesis de IL-1 y TNF-a (Tilg et al., 1994).

Una vez que se evalué la presencia de citocinas involucradas en los procesos de la inhibicién
de la proliferacion, el siguiente paso fue evaluar si los extractos eran capaces de inducir el
incremento en la concentraciéon de citocinas como GM-CSF, G-CSF y M-CSF, citocinas
involucradas en la granulopoyesis y monocitopoyesis, los cuales son factores estimuladores
clave de cada linaje (Dominguez, 2012). Los niveles de estos factores en el sobrenadante de
la linea celular WEHI-3 no fueron detectados, estos resultados sugieren ausencia de
diferenciacién con el tratamiento de los extractos de Sechium, incluso la literatura reporta
gue ausencia de diferenciacién en WEHI-3 con diferentes tratamientos, ya que al estimular
estas células con G-CSF, no se induce diferenciacidn granulocitica; asi como al adicionar GM-

CSF, tampoco se induce diferenciacion monocitica (Li et al., 1993).

El GM-CSF es una citocina involucrada en la proliferacién y diferenciacion de los precursores

de células mieloides, en la estimulacién funcional de los granulocitos y fagocitos
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mononucleares maduros, y en la proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras
hematopoyéticas (Vilanova et al., 2003). Se encontré que en cultivo de CMN-MO el
tratamiento con los extractos induce el incremento en la concentracion de GM-CSF, niveles
basales de esta citocina en cultivos control, bajo las mismas caracteristicas de manejo, ya
habian sido reportados (Dominguez, 2012), los resultados en el tratamiento con los
extractos in vitro sugiere la activacion de GM-CSF en células normales, sin embargo al ser
evaluadas en suero de ratones sanos, no se detectaron niveles de esta citocina, cabe
resaltar que el GM-CSF normalmente no se encuentra en circulacién a niveles detectables,
por lo tanto, el GM-CSF se comporta de acuerdo a un modelo paracrino donde este factor
se produce y actua localmente (Gasson, 1991), por lo que seria importante en estudios
posteriores comprobar su presencia en cavidad peritoneal, lugar de administracion de los

extractos.

Al evaluar otro potente regulador de la proliferacién, diferenciacién y activacion de las
células hematopoyéticas como es el G-CSF (Tsuchiya et al., 1986), se encontré que no hay
niveles detectables en cultivos de CMN-MO en control y en cultivos tratados con los
extractos de Sechium sin embargo, en el cultivo tratado con Ara-C se encontraron niveles de
15.33 pg/mL de G-CSF, no obstante al evaluar el efecto in vivo, los extractos muestran un
incremento significativo con respecto al control e incluso por encima del los ratones
tratados con Ara-C siendo S. compositum el extracto que presenta mayor presencia de G-
CSF, hasta 5 veces mas comparado con el control. G-CSF se produce de forma natural en el
cuerpo, es producido por monocitos, células endoteliales, fibroblastos, macréfagos y células
del estroma, sus niveles tienden a incrementarse rapidamente después de la exposicidon a
ciertos estimulos y sus aplicaciones terapéuticas se deben principalmente a que mejora la
funcién de neutréfilos maduros y acelera la recuperaciéon del conteo de neutrdéfilos después
de la administracién de terapias con radiacion o agentes quimioterapeuticos asi como en el
trasplante de médula ésea, se utiliza como coadyuvante en procesos infecciosos, y como

movilizador de células progenitoras a sangre periférica (Cortés, 2006; Hosing, 2012).

La presencia de G-CSF en el suero de los ratones tratados con el extracto de Sechium, podria

relacionarse con el aumento de células en division de la médula &sea, parametro
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considerado como evidencia de activacién medular de la hematopoyesis (Donahue et al.,
1986).

M-CSF, es un factor de crecimiento que induce proliferacion y diferenciacién del linaje
celular monocito-macréfago. Entre sus multiples funciones se incluyen actividad fagocitica y
potenciador de funciones efectoras de las células que participan en la eliminacién de
agentes infecciosos (virus, bacterias y hongos) y de células tumorales, por lo que M-CSF ha
sido utilizado clinicamente para contrarrestar infecciones (Navarrete et al., 1998). Los
niveles de esta citocina solo fueron detectados en el suero de los ratones con y sin
tratamiento, mostrando una diferencia significativa en el tratamiento con los extractos,
siendo S. chinatnlense el extracto que indujo la presencia de niveles mas altos de M-CSF. La
literatura reporta que junto con G-CSF son los factores que activan la maduracion de
granulocitos y monocitos (Rambaldi et al., 1988), ademas M-CSF regula la liberacion de

citocinas inflamatorias y otros moduladores de los macréfagos (Pixley y Stanley, 2004).

En el presente trabajo, se muestra que los extractos de Sechium si presentan selectividad
entre células normales y leucémicas in vitro, sugiriendo que el efecto de inhibicion de la
proliferacion y muerte celular es mediado por la via citocinas, siendo TNF-a y MCP-1 los
probables responsables, ademas, estos resultados aportan nuevas evidencias donde se
indica, que la actividad de los extractos abarcan a células hematopoyéticas progenitoras, y
coloca los extractos de Sechium como compuestos con propiedades reguladoras de

procesos fundamentales en la hematopoyesis.
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CONCLUSIONES

Los extractos de Sechium spp. inhiben de forma dependiente de la concentracién la

proliferacién de la linea celular leucémica WEHI-3.

Los extractos de Sechium afectan negativamente la proliferacién de las células
mononucleadas de médula ésea, con casi el doble de concentracion empleada para
inhibir a las células tumorales, indicando una posible selectividad para dafiar a las

células tumorales.

El extracto de las especies silvestres de S. compositum y S. chinantlense son mas
efectivos que el extracto de S. edule grupo varietal nigrum spinosum en la inhibicion

de la proliferacién en la linea celular leucémica WEHI-3.

TNF-a y MCP-1, son sefialados como los posibles responsables del efecto de
inhibicion de la proliferacion y muerte de las células leucémicas in vitro causada por

los extractos de Sechium.

La administracién in vivo de los extractos, no altera de manera importante la

concentracion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e INF-y.

La administracion de los extractos estimula la produccion de GM-CSF in vitro, en

cultivos de células mononucleadas de médula dsea de ratén normal.

In vivo, los extractos aumentan los niveles de G-CSF y M-CSF, lo cual podria indicar

una actividad inmunoestimulante.
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APENDICE |

PREPARACION DE REACTIVOS

Obtencion de extractos

Se utilizaron frutos en madurez horticola colectados in situ en el banco de germoplasma del

grupo GISeM ubicado en Huatusco, Veracruz.

Los frutos se cortaron en hojuelas, secados a 40° C con circulacién de aire y macerados para
estandarizar el tamafio de particula. Se mezclé con metanol al 96% y se dejo reposar por 48
h a temperatura ambiente (20° C + 2). La mezcla se decantd y se filtré por 12 ocasiones,
renovando el disolvente hasta agotar los componentes solubles. Posteriormente se evaporé
el disolvente a presidon reducida para obtener el extracto crudo, finalmente se calcularon las

diluciones empleando PBS.

PBS (Solucion Buffer de fosfatos)

Esta solucién de fosfato conserva la fisiologia celular. Para preparar 1L.

- Agua bidestilada 10L
- Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma, Chem, USA) 80¢g
- Cloruro de potasio (KCI) (Sigma, Chem, USA) 0.2g

- Fosfato monodacido de sodio (Na,HPOQ,) (Sigma, Chem, USA) 2.16¢g
- Fosfato diacido de potasio (KH,PO,) (Sigma, Chem, USA) 0.2g

Las sales de NaCl, KCl y KH,PO4 se disuelven completamente una por una en 800 mL de agua
bidestilada. Una vez disuelto todo se ajusta el pH de 7.2 — 7.4 con Na,HPO, y se afora al
volumen final de 1 L. Se vacia en botellas de vidrio para esterilizarlas por autoclave, dejar

enfriar y almacenar a 4°C.
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IMDM (Iscove’s Modified Dubelcco’s Medium)

Esta solucidn es el medio de cultivo para las lineas celulares. Para prepara 1 L.

- Agua bidestilada 1L

- Iscove’s 1 sobre (17.7 g aprox)
- Bicarbonato de sodio (Na,HCOs) 3.024 ¢

- Penicilina-Streptomicina 0.031g

El sobre de IMDM se disuelve poco a poco en 800 mL de agua bidestilada, una vez disuelto
completamente se adiciona el bicarbonato de sodio, se afora a 1 Ly se deja en agitacion por
15 min. La solucion se filtra por medio de una membrana (Millipore) con didmetro de 0.22

pm, en un ambiente estéril.

Se vacia en botellas estériles, adicionar la Penicilina-Streptomicina y almacenar a 4°C.

SFB (Suero Fetal Bovino)

EL SFB se inactiva antes de usarse. Para la inactivacién se deja a temperatura ambiente
hasta su descongelacion, posteriormente se pone en un bafio de agua a 56°C por 30 min. y
se homogeniza suavemente cada 10 min. Se separa en alicuotas de tubos estériles de 50 mL

para un mejor manejo. Almacenar a 4°C.

Glutaraldehido al 1%

Este reactivo sirve para fijar las células que son evaluadas en la placa con la técnica de

cristal violeta.

Se toman 1.57 mL de glutaraldehido (70% v/v) a un frasco ambar, se le agrega 98.43 mL de

agua bidestilada y se agita suavemente. Esta solucidn se conserva a temperatura ambiente.
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Cristal violeta
Es un colorante que tifie al ADN de las células.

Se prepara al 0.1% en una solucién amortiguadora de acido féormico 200 mM ph 6, que se
prepara al disolver 3.96 g de NaOH a 4.28 mL de 4cido formico. Una vez preparada esta
solucién se adiciona 1 g de cristal violeta y se afora a 500 mL con agua bidestilada.
Finalmentte, la solucidn cristal violeta se filtra usando papel Whatman #2 y se almacena a

temperatura ambiente.

Acido acético al 10%

El acido acético al 10% sirve para diluir el colorante de las células y ser evaluadas en un
lector de placas. Para realizar 100 mL de soluciéon, se toman 90 mL de agua bidestilada y se

le agregan 10 mL de acido acético glacial, y se obtiene acido acético al 10%.
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APENDICE Il

Determinacion de la ICso por regresion lineal

WEHI-3
Tratamiento Ecuacion IC50 pg/ml
y =-35.389x + 82.94
S. compositum R?=0.7988 0.93
y=-151.81x + 96.789
S. chinantlense R2=0.9185 0.3
S. edule grupo varietal y =-0.0622x + 99.282
. . ) 803.17
nigrum spinosum R*=0.988
CMN-MO
Tratamiento Ecuacion IC50 ug/ml
y =-25.94x + 96.92
S. compositum R?=0.8888 1.8
y =-10.224x + 86.01
S. chinantlense R?=0.7504 3.53
S. edule grupo varietal y =-0.0234x + 94.738 1992.9

nigrum spinosum

R?=0.955

99




Andlisis de CBA's empleando el software FCP Array version 3.0 (BD Biosciences, San José,

CA) que facilita el analisis de los datos.

CBA’s
Citocina R?
TNF-a 0.99
INF-y 0.99
MCP-1 0.98
IL-6 0.99
Regresion lineal para la técnica de ELISA
ELISA
Citocina Ecuacion
y =0.0038x + 0.0472
GM-CSF R%=0.9973

y = 0.0008x + 0.0703
G-CSF R?=0.8721

y = 0.0006x + 0.0243

M-CSF R2=0.9711
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