UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

UNIDAD DE INVESTIGACIC')N,EN DIFERENCIACION CELULAR Y
CANCER

LABORATORIO DE HEMATOPOYESIS Y LEUCEMIA

Proliferacion y viabilidad de cocultivos de células
leucémicas WEHI-3 y normales de médula 6sea de
raton BALB/c en presencia de caseinato de sodio
(CasNa).

TESTIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
BIOLOGA
PRESENTA:

LOPEZ GARCIA AIDE

DIRECTOR DE TESIS: Dr. Edgar Ledesma Martinez

FES México, D.F., 2014
ZARAGOZA




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

El presente trabajo de realizo en el Laboratorio de Hematopoyesis y Leucemia, de la Unidad de
Investigacion en Diferenciacién Celular y Cancer, dentro de la Unidad Multidisciplinaria de
Investigacion Experimental Zaragoza (UMIEZ), en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la

UNAM. Bajo la direccion del Dr. Edgar Ledesma Martinez.

Para la realizacién de este trabajo de conto con el apoyo financiero de los programas SEP-
CONACYT clave de proyecto 104025 y al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT) con claves de proyecto IN225610 e IN220814.

Asi mismo se conté con apoyo de becas de titulacién para tesis de licenciatura CONACYT numero

de registro 18308 y COMECYT folio 13BTL0423.



Agradecimientos

A los miembros del jurado integrado por M. en C. Carlos Bautista Reyes, Dr. Edgar Ledesma
Martinez, M. en C. Catalina Machuca Rodriguez, Dr. Edelmiro Santiago Osorio y M. en C. Itzen
Aguifiga Sanchez; quienes con sus valiosos consejos y aportaciones guiaron la culminacién exitosa
del presente trabajo.

Al Dr. Edgar Ledesma Martinez por creer en mi cuando ni yo creia en mi, por estar siempre a mi
lado en todo momento, por hacerme crecer en lo personal como en lo profesional, porque
siempre estuvo alli para ser mi maestro, amigo, consejero, psicélogo; por no dejarme claudicar
jamas.

Al Dr. Edelmiro Santiago Osorio por brindarme su apoyo, paciencia, tiempo, guia y darme la
oportunidad de formar parte de su grupo de trabajo.

A la maestra ltzen Aguifiiga por brindarme su amistad, paciencia y conocimientos, por darme la
oportunidad de colaborar con otros proyectos de investigacion.

A mis compafieros del Laboratorio de Hematopoyesis y Leucemia.



Dedicatoria

A mis padres, Maria Dolores y Tomas, quienes con su incondicional apoyo, amor, comprension,
tiempo y sobre todo paciencia, me han guiado hasta este momento, para concluir una de mis
principales metas en la vida, pues ustedes son el motor de mi vida.

A mis hermanos, Berenice, Diego y Clareth, quienes siempre han estado a mi lado para platicar,
jugar, reir, llorar, sacdndome una sonrisa en los momentos mas dificiles, por aguantar mis
momentos de locura y aun asi continuar a mi lado.

A mis amigos, Luis Angel M., Monserrat, Gloria, Froylan, Luis Armando, Luis Angel H., Enrique,
Arturo, Luis Antonio por brindarme una amistad excepcional e incondicional, por todos los gratos y
no tan gratos momentos que vivimos juntos y por los cuales jamdas me arrepentiré de habérmelos

encontrado en esta vida.



INDICE GENERAL.

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS. ......oooiiteieeeeeeeeeeeeeeseeee e ssessses s 6
ABREVIATURAS ...ttt sttt ebe e 8
RESUMEN ... .ttt sttt sttt a ettt b e bt b et e bt e b et e bt ebe st e e s 10
INTRODUGCCION. ....oooouumriviammmrneeassaessseasssessssssssssssssssssesssssssssesssssesssessssssssssssssssessssssesesens 11
HematopOYESIS .....coviieiiiiiitcc s 11
Microambiente hematopOyEtiCO.........coeiviviiiiiiiiiiiiiii e 13
Desequilibrio en la hematopoyesis..........c.ccccviuiiiiiiiiiiiiiiiii 14
LOUCEIMIA. ...ttt e s s 14
CIASTIICACION. .ttt et b et b ettt et b e eb e sb e b st e s e b et eneenenbens 15
Diagnostico € iNCidencia.........ccoouviviiiiiniiiiiiiiiiic 16
TTANSTECCION ...ttt b et e e be e 18
Alternativas de tratamiento ..........cceeeriririinierieieeeesee s 21
CASEINA ...ttt ettt h e bt b e n e n e ere s 22
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......c.oottititreinietretsieteietsiee et 25
JUSTIFICACION ...ttt ettt ee s ees e ees e e ees e s s s s es s esees e sesesseeesesesesseeeeneenan 26
HIPOTESIS .....cooooumreeeiemmceseeseseeessessssse s sesssse s sessssse s 27
OBJETIVOS ...ttt sttt b et b bbbt be e bt n e 28
MATERIAL Y METODO ..o 29
Linea WEHI-3 de TatOn......c.coeiiieiriiinicinieeieeeeeste ettt 29
ANIIMALES ...t 29
Obtencion de células mononucleadas de médula 6sea de raton.........ccccccevvevreinncennene. 29
Caseinato de s0dio (CaSNQA) ......cccceriririeuiirieiciire e 30
PrOLfEIACION ...ttt sttt st a et ens 30
Viabilidad CelUIar .......ccuciviiiriiiiciic s 30
Establecimiento de cocultivo de células WEHI-3GFP y CMN........cccoooovviviinininiiinienne 31

Y =To1 o) TSP R TP PURRP 31
Establecimiento de la dosis de seleccion con el antibidtico G418.........c.cccveireincnnnee. 32



TransfecciOn de WEHI-3......o. ittt ettt ettt e e et e s e saa e e e seaateesaaaeeesaraeessassseeens 33

Verificacion de positividad para GFP ..o 33
Analisis de fragmentacion del ADN..........ccccooiiiiiiiiiiiniiiniiccs 34
RESULTADOS ..ottt 36

CasNa inhibe la proliferacion de WEHI-3, pero potencia la proliferacion de CMN y
CC, manteniendo la actividad metabOLiCa . .....coovveiieeeeeiieeeeeeeeeeeee ettt ee e e s eereeee s 36

El antibiotico G418 inhibe la proliferacion de las células leucémicas WEHI-3 de
manera dosis dependiente, con una ICso de 0.41mg/mL......cccccceriiiiiiinniiinine 38

Transfeccién con el vector pEGFP-C1 y seguimiento de las células leucémicas WEHI-3
transfectadas ..o 40

Las células WEHI-3GFP son morfol6égicamente similares y responden a la presencia
de CasNa de manera similar que las células WEHI-3, en evaluaciones de proliferaciéon
L2 (We LS o 1 5 A4 o F R 46

El CasNa inhibe la proliferacion de las células leucémicas WEHI-3GFP pero potencia
la de las células mononucleadas de médula 6sea normal y del cocultivo de ambas.... 49

El CasNa induce fragmentacién del ADN en las células leucémicas WEHI-3GFP y

cocultivo pero no en mononucleadas de médula 6sea normal............cccooeiiviiiiininnns 52
DISCUSION ....coiiinninnnrrresssssemssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssss s 54
CONCLUSIONES.......cocoiiiiiiiinrr s 60
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coooiiriereiieiinsiseissssesssssssssssesssssssssssssssesssssssnsssnnes 61
APENDICE L ..oooooiirieiiiimiiseeeeseeeseesssesssssssssssssss s ssssssssssss s ssssssssss s sssssssssss s ssssssssssssss 73
APENDICE IL....oooirrrrrvevvevveomsssssssssssss s essssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssss s 75



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS.

Figura 1. Representacion esquematica de la jerarquizacién hematopoyética.

Figura 2. Esquema de lipofeccién.

Figura 3. Mapa del plasmido pEGFPC-1.

Figura 4. Porcentaje de proliferacién de la linea celular leucémica mielomonocitica (WEHI-3),
células hematopoyéticas normales de médula ésea (CMN) y el cocultivo de ambas (CC) en ausencia
o presencia de 2mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo.

Figura 5. Actividad metabdlica (viabilidad) de la linea celular leucémica mielomonocitica (WEHI-3),
células hematopoyéticas normales de médula ésea (CMN) y el cocultivo de ambas (CC) en ausencia

o presencia de 2mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo.

Figura 6. Efecto antiproliferativo inducido por Geneticina® (G418), sobre la linea celular leucémica
mielomonocitica WEHI-3.

Figura 7. Ninguna combinacién de optiMEM y SFB rinde mas de 0.9% de células WEHI-3 positivas
para GFP.

Figura 8. La combinacién de DMEM y 0.1% de SFB rinde un mdaximo de 6.4% de células WEHI-3
positivas para GFP.

Figura 9. La combinaciéon de IMDM vy la ausencia de SFB rinde un maximo de 32.9% de células
WEHI-3 positivas para GFP.

Figura 10. Expresion de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el plasmido pEGFPC-1 a) seis
semanas después de la transfeccidn y b) quince semanas post-transfeccion.

Figura 11. Expresiéon de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el plasmido pEGFPC-1
detectada mediante microscopia de fluorescencia.

Figura 12. La expresidén de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el plasmido pEGFPC-1 es
dependiente de la presencia de G418.

Figura 13. Comparacion entre las células WEHI-3 y las transfectadas WEHI-3GFP.



Figura 14. CasNa inhibe la proliferacion de WEHI-3 como de WEHI-3GFP. Evaluacién de
proliferaciéon de las células WEHI-3 y WEHI-3GFP en ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa
tras 72h de cultivo.

Figura 15. CasNa disminuye la viabilidad de WEHI-3 y WEHI-3GFP a 72 de cultivo. Evaluacion de
viabilidad de las células WEHI-3 y WEHI-3GFP en ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa tras
72h de cultivo.

Figura 16. Cultivos de las células WEHI-3GFP, células hematopoyéticas normales de médula ésea
(CMN) y cocultivo de ambas (CCGFP) a las 120 horas de estimulo CasNa (2mg/mL) o PBS como
vehiculo.

Figura 17. Porcentaje de fluorescencia (GFP) en células WEHI-3GFP, CMN vy el cocultivo de ambas
(CCGFP) en ausencia o presencia de CasNa (PBS o CasNa respectivamente) a 120 h de cultivo.
Histogramas representativos de un solo experimento.

Figura 18. Porcentaje de fluorescencia en células WEHI-3, WEHI-3GFP, CMN, cocultivo parental
(CC) y el cocultivo de células mononucleadas y WEHI-3 GFP (CCGFP) en ausencia o presencia de 2

mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo.

Figura 19. Corrimiento electroforético de ADN de células WEHI-3GFP, CMN vy cocultivo de ambas
(CCGFP) en ausencia o presencia de 2 mg/mL de CasNa; (pb) marcador de peso molecular.

Tabla 1. Clasificacion citomorfoldgica de las leucemias agudas.

Tabla 2. Comparativa de los genes reporteros que se utilizan con mayor frecuencia y la fuente, asi
como el sistema de deteccion y su estabilidad.

Tabla 3. Valores de ICs, ICys, IC1o (mg/mL) para la linea celular leucémica mielomonocitica WEHI-3.



ADN

AML

ATCC

ATRA

BALB/c

cADN

CasNa

CcC

CCGFP

CLP

CMN

CMP

cMmv

Co,

DEPC

DMEM

FAB

Acido desoxirribonucleico

Leucemia mieloide aguda
American Type Culture
Collection*

Acido todo transretinoico*

Cepa de ratdon de
laboratorio

Acido desoxirribonucleico
complementario

Caseinato de sodio
Cocultivo de células WEHI-
3y CMN

Cocultivo de células WEHI-
3GFPy CMN

Progenitor linfoide comun*

Células mononucleadas de
médula dsea

Progenitor mieloide
comun*
Citomegalovirus
Didxido de carbono
Dietilpirocarbonato

Dulbecco's Modified Eagle
Medium*

Grupo cooperativo Franco-
Americano-Britanico

ABREVIATURAS

LT-HSC

MDS

MEP

mg

mL

MO

MPM

MPP

NADH

NK

nm

OptiMEM

P388

PBS

pH

Pro-B

Pro-T

Célula hematopoyética
troncal reconstituyente a
largo plazo*

Sindrome mielodisplasico*
Progenitor
megacariocito/eritroide
comun*

Miligramo

Mililitro

Médula 6sea

Marcador de peso
molecular

Progenitor multipotente*
Nicotinamida adenina
dinucleotido*

Célula asesina natural*
Nandmetro

Reduced Serum Media
modification of Eagle's
Minimum Essential Media*
Linea celular macrofagica
Buffer de fosfatos salino*
Potencial de hidrogeno

Progenitor de linfocitos B*

Progenitor de linfocitos T*



FACS

G418

G-CSF

GFP

GMP

HSC

1Cso

IMDM

1774

Kb

LLA

LMC

Separacién de células
activadas por
fluorescencia*

Geneticina (antibidtico de
seleccién)

Factor estimulador de
colonias de granulocitos*

Proteina verde
fluorescente*

Progenitor
granulocito/macréfago*
Célula troncal

hematopoyética*

Concentracién de
inhibicion media*

Interleucina*

Iscove’s Modificed
Dulbeco’s Médium*

Linea celular macrofagica
Kilobase

Leucemia linfocitica aguda

Leucemia mieloide cronica

rmilL-3

rpm

SFB

SP

ST-HSC

TBE

Tn5

WEHI-3

WEHI-3GFP

ug
718
LY

°C

Interleucina 3 recombinante
de ratéon*

Revoluciones por minuto

Suero fetal bovino

Sangre periférica

célula hematopoyética
troncal reconstituyente a
corto plazo*
Triacidoborico-EDTA
Transposon 5 resistencia a
neomicina/kanamicina
Linea celular leucémica
mielomonicitica de ratén
Balb/c

Linea celular leucémica
mielomonicitica de ratén
Balb/c que expresa GFP
Microgramo

Microlitro

Micromolar

Grado centigrado

*por sus siglas en ingles



RESUMEN

El sistema hematopoyético muestra un amplio espectro de poblaciones celulares cuya constante
proliferacién y diferenciacién en la médula dsea da lugar a las células sanguineas. Sin embargo un
desequilibrio en este sistema da origen a problemas hematoldgicos entre ellos la leucemia
mieloide aguda (AML), la cual es una enfermedad clonal consecuencia de una hematopoyesis
aberrante caracterizada por la acumulacidn de células blasticas que no se diferencian
normalmente. Tratamientos como la quimioterapia actian sobre las células malignas pero
también son citotdxicos sobre células normales, incluyendo las hematopoyéticas lo que
compromete la vida del paciente; por lo que, es innegable la necesidad de desarrollar un agente
antineopldsico con actividad hacia células malignas, pero carente de toxicidad para los tejidos
normales. Desafortunadamente, los estudios de drogas con potencial antileucémico se centran
principalmente en los efectos farmacolégicos sobre poblaciones de AML, mientras que por otro
lado es poco conocido el efecto de estas drogas sobre las células de médula dsea; una de las
principales limitantes es que las células leucémicas comparten muchas caracteristicas con las
células hematopoyéticas sanas tanto morfolégicas como de inmunofenotipo, por esta razén en
este trabajo la linea celular mielomonocitica WEHI-3 fue transfectada a fin de que expresase la
proteina verde fluorescente, para asi poder distinguirla de las células hematopoyéticas normales
de medula dsea de ratdn en cultivo. Se evalué la presencia y viabilidad de células leucémicas
WEHI-3GFP en un cocultivo (CCGFP) con células hematopoyéticas normales (CMN), en ausencia y
presencia de caseinato de sodio (CasNa). Los resultados muestran que CasNa inhibe Ia
proliferacién e induce apoptosis en las células leucémicas WEHI-3GFP pero no en las CMN. De
modo interesante, el CCGFP de WEHI-3GFP y CMN en presencia de CasNa, muestra similitudes en
proliferacién y actividad metabdlica respecto a cultivos individuales de CMN pero no de células
leucémicas WEHI-3GFP, lo que sugiere un efecto citotoxico selectivo de CasNa sobre las células
leucémicas. Con respecto a esos resultados es conocido que las moléculas antileucémicas en uso
para tratar AML (antraciclina, daunorubicina) o en investigacién (resveratrol, acido betulinico,
curcumina), son mas citotéxicas sobre células leucémicas que sobre células hematopoyéticas
normales, pero hasta el momento no se ha descrito que alguna induzca la proliferacién de células
normales como lo hace el CasNa, una propiedad al parecer exclusiva de este, por lo que supera las

expectativas de cualquier anticancerigeno en investigacién.
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INTRODUCCION

Hematopoyesis

Dia a dia el organismo debe remplazar millones de células sanguineas maduras para su correcto
funcionamiento, ya sea para que se lleve a cabo el transporte de oxigeno, algun evento de
coagulacién, 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 ingles) en un proceso de compromiso de linaje, proliferacion y diferenciacién celular
conocido como hematopoyesis (Yin & Li, 2006). Este proceso se inicia desde la embriogénesis en el
saco vitelino, higado, bazo y continta durante la vida adulta en la médula 6sea (MO) (Zambrano et
al., 1999). Durante la etapa adulta del individuo y debido al incremento en el niumero de las
células adiposas en ciertas regiones de la medula, el proceso queda restringido fundamentalmente
a la epifisis de los huesos largos (fémur y himero), asi como en los huesos pélvicos, columna

vertebral, crdneo y esterndn (Bellantuono, 2004; Hughes et al., 1991).

La hematopoyesis puede ser esquematizada en forma de cascada (Figura 1) de manera que
dependiendo del grado de maduracidon celular podemos observar cuatro compartimientos
principales; el primer compartimiento pertenece a las HSC las cuales se definen como células
inmaduras, con gran potencial de proliferacion, capacidad de autorenovacion, de diferenciacién en
células sanguineas especializadas y de reconstruir el sistema hematopoyético de un individuo
mielosuprimido (Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012; Wintrobe, 2009; Orkin & Zon, 2008;
Mayani et al. 2007; Mayani, 2003), constituyen del 0.005 al 0.01% del total de las células
nucleadas de la MO (Pelayo y Vadillo, 2011; Thomas et al., 1999). Las HSC se encuentran en estado
quiescente en la médula 6sea (MOQ) y se dividen solo para mantener el estado normal de la

hematopoyesis (Cheshier et al., 1999)

Debido a su potencial de reconstitucion las HSC pueden ser divididas en células troncales
hematopoyéticas reconstituyentes a largo plazo (LT-HSC) y células troncales hematopoyéticas
reconstituyentes a corto plazo (ST-HSC), ambas tienen la capacidad de dar lugar a cualquier linaje
sanguineo, sin embargo las primeras son capaces de sostener la hematopoyesis de un individuo

toda su vida, en cuanto a las segundas solo pueden mantenerla entre 8 a 16 semanas (Montrone
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et al., 2013; Shuettpeiz & Link, 2013; Mayle et al., 2012; Benveniste et al., 2010; Challen et al.,
2010; Orkin & Zon, 2008; Weisman,2000). Las células progenitoras multipotentes (MPP) las cuales
son la progenie directa de las LT-HSC, ST- HSC, han perdido su capacidad de autorenovacién y por
lo tanto su capacidad de reconstituir el sistema hematopoyético a largo plazo pero conservan un
alto grado de proliferacidn y diferenciacidn a todos los linajes sanguineos (Metcalf, 2008). A partir
de estos progenitores multipotentes se derivan los progenitores linfoides comunes (CLP) y los
progenitores mieloides comunes (CMP), este es el tercer compartimiento y a este pertenecen mas
del 90% de las células residentes en la MO. De los CMP se originan los progenitores de eritrocitos y
megacariocitos (MEP) y los progenitores de granulocitos-macréfagos (GMP). Los CLP daran origen
a los progenitores de linfocitos B (Pro-B), progenitores de linfocitos T (Pro-T) y los progenitores de
células asesinas naturales (Pro-NK). Ambos, CMP y CLP pueden dar origen a los progenitores de
células dendriticas (Pro-CD), una vez que estos maduran completamente daran lugar al cuarto
compartimiento que son las plaquetas, eritrocitos, granulocitos, macréfagos, células dendriticas,

linfocitos T y B y células asesinas naturales (Pelayo y Vadillo, 2011; Mayani et al., 2007).

Las células troncales hematopoyéticas, ya sean HSC, MPP, CLP o CMP, no pueden ser identificadas
morfoldgicamente bajo el microscopio, sin embargo, estas pueden ser identificadas mediante
antigenos especificos de cada poblaciéon, lo cual es conocido como inmunofenotipo. El
inmunofenotipo 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 ratén

como para humano (Tarnok et al., 2010; Bellantuono, 2004; Spangrude et al., 1988).
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Figura 1. Representacion esquemadtica de la jerarquizacion hematopoyética. LT-HSC (célula
troncal hematopoyética a largo plazo), ST-HSC (célula troncal hematopoyética a corto plazo), MPP
(progenitora multipotente), CMP (progenitor mieloide comun), CLP (progenitor linfoide comun),
MEP (progenitor megacariocito/eritoide comun), GMP (progenitor granulocito/macréfago), Pro-B
(progenitor B), Pro-T (progenitor T), NK (Asesinas naturales). Tomado de Larsson & Karlsson,
2005.

Microambiente hematopoyético

La regulacidn de las HSC es gobernada por dos entidades intimamente relacionadas. Una es la
expresion de genes y la otra es la composicidon de sefiales externas del microambiente de la
médula désea. Los factores de transcripcidon que regulan la expresion 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, este es el lugar en

donde se lleva a cabo la hematopoyesis (Dominguez, 2012).
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Las HSC residen en la MO en un ambiente tridimensional altamente organizado compuesto por
una poblacién de diversas células del estroma y una matriz extracelular rica en fibronectina,
colageno y diversos proteoglicanos (Pusic & Dispersio, 2008; Nervi et al., 2006; Kondo et al., 2003).
No obstante ademds de sus dimensiones microanatémicas y funcionales del nicho, las funciones
fisioldgicas de las HSC son controladas por diversas combinaciones de mecanismos de regulacidn
tanto intrinsecas como extrinsecas, mediante moléculas que les permiten su completa vy
constante regulaciéon; la combinacién de todos estos factores le dan al nicho hematopoyético su
caracteristica principal la cual es mantener un compartimento de HSC en su estado indiferenciado

(Can, 2008)

Desequilibrio en la hematopoyesis

El desequilibrio en la hematopoyesis se traduce en serios problemas hematolégicos, por ejemplo
en enfermedades neopldsicas incluidos los sindromes mielodisplasicos y trastornos
mieloproliferativos, cuyo caracter distintivo a nivel de crecimiento lo constituye la proliferacion
aberrante de tipo clonal (David,2005; Honry et al., 1990). Se ha reportado que el cancer se ha
convertido en la principal causa de muerte a nivel mundial a partir de 2010 y su prondstico es que
sus valores incrementaran en los proximos 20 afos (Siegel et al., 2013) dentro de este panorama
la leucemia se encuentra dentro de los primeros cinco tipos de cancer mas frecuente y con mds

alta mortalidad a nivel mundial (Tima et al., 2014; Cheng et al., 2014; Ferrara & Schiffer, 2013).

Leucemia

Dentro de los diversos tipos de cancer la leucemia es un tipo de cancer de las células sanguineas
iniciado por la mutacién de una célula hematopoyética del compartimento troncal. La progenie
clonal de esta célula mutada constituye una poblacién heterogénea en la cual la proliferacién y
diferenciacion desregulada, inducen una acumulacidn de células blasticas no funcionales (Jaso et
al., 2014; Stone et al., 2004; Bruserud et al., 2004). Como otros tipos de cancer, la ontogenia de la
leucemia es un proceso multipaso de alteraciones genéticas mediante las cuales, las células
normales adquieren una sucesion de capacidades distintivas, como son: autosuficiencia de sefiales
de crecimiento, insensibilidad a sefiales inhibitorias de la proliferacion, evasién de apoptosis,

potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, invasion de tejidos y metastasis, que en
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ultima instancia les permite convertirse en tumorigénicas y malignas (Kushlinskii & Nemtsova,
2014; Hannahan & Weinberg, 2000). Otra caracteristica es que todas las leucemias comienzan en
la médula ésea (MO), la cual es sustituida de forma indeterminada por la proliferacién anormal de
células neopldsicas. Estas células neoplasicas salen de la MO y se dirigen a sangre periférica, en
donde se presentan en gran cantidad, lo que resulta en la representacion clinica de la enfermedad

(Fimognari et al., 2014).

Clasificacion

La leucemia se divide en dos grandes grupos: crénica y aguda; éstas a su vez se clasifican en
mieloides y linfoides dependiendo del progenitor celular del que se derive. Las leucemias crénicas
se caracterizan por su larga evolucidn y por la ausencia de células inmaduras y anormales. Estas
células interfieren en la produccion de linfocitos y granulocitos que presentan caracteristicas
morfoldgicas similares a células maduras pero no son funcionales (Kantarjian et al., 1988) y son:
leucemia linfocitica crénica (LLC) y leucemia mieloide crénica (LMC). Las leucemias agudas son
enfermedades caracterizadas por su evolucién relativamente rapida y por la acumulaciéon de
células blasticas, pudiendo ser ocasionada por una o varias mutaciones de una célula progenitora
hematopoyética, o bien de sus descendientes; este tipo de leucemia se clasifica en leucemia

linfocitica aguda (LLA) y leucemia mieloide aguda (LMA) (Gutiérrez, 2006).

De acuerdo con el grupo cooperativo Franco-Americano-Britdnico (FAB) se clasifican

citomorfolégicamente de la siguiente manera (Tabla 1).

Linaje mieloide “LMA”

MO- Indiferenciada

M1-= Mieloblastica sin maduracion
M2- Mieloblastica con maduracion
M3- Promielocitica

M4- Mielomonocitica

M5= Monoblastica/monocitica
Me6- Fritroleucemia

M7= Megacarioblastica

Tabla 1. Clasificacion citomorfolédgica de las leucemias agudas. Tomado y modificado de
Bereridge & Urtasun, 2003.
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Diagnostico e incidencia

El diagndstico de LMA, se basa en criterios morfoldgicos, caracteristicas inmunoldgicas,
citogenéticas y moleculares (Robak et al., 2009). Clinicamente los sintomas y signos que presentan
los pacientes con leucemia son variados, entre ellos son comunes, la insuficiencia medular
evidenciada por leucopenia, invasion de células blasticas a drganos extramedulares, coagulopatias,
leucocitosis, leucostasis, aparicion de uno o de varios tumores sélidos a menudo descritos como
sarcomas granulociticos, trastornos metabdlicos relacionados con la proliferacién, entre otros
(Gimenez, 1986). A partir de la década de los setenta, la leucemia aguda y los sindromes
mielodisplasicos (MDS) se han definido y clasificado de acuerdo con las recomendaciones del
grupo FAB. Actualmente, estas clasificaciones estan siendo sustituidas por las de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) publicadas en 2001, las cuales son mucho mas amplias en sus objetivos
e incluyen trastornos mieloproliferativos y linfoproliferativos crdnicos (Vardiman et al., 2009). La
aplicacion de los criterios de la OMS requiere conocer los resultados de los analisis de
inmunofenotipificacidn y citogenéticos, lo que en conjunto con las caracteristicas morfoldgicas, se
utilizan para establecer el linaje y estado de maduracidon de las células neopldsicas. Al mismo
tiempo, el porcentaje de blastos permite de manera practica, categorizar el tipo de neoplasia
mieloide y predecir su progresion. En este sentido, una neoplasia mieloide se considera como LMA
cuando 20 % o mas de blastos aparecen en sangre periférica (SP) MO. En algunos casos, el
diagndstico de LMA puede prescindir del recuento de blastos en SP o MO, por ejemplo cuando
estd asociado con anomalias genéticas especificas y el umbral de blastos de 20% puede no ser un

mandato para tratar al paciente como LMA (Vardiman, 2009).

La incidencia de LMA aumentan con la edad, con una media de diagnéstico de entre 65 y 75 afios
de edad siendo el tipo mas comun de leucemia en los adultos, representando aproximadamente el
25% de todas las leucemias en adultos en el mundo occidental (Cheng et al., 2014; Deschler &
Libbert 2006). El tratamiento para la LMA incluye al menos un curso de quimioterapia de
induccion intensiva, seguido por un curso adicional de terapia de consolidacion intensiva y terapia
de mantenimiento. Desafortunadamente, los agentes quimioterapéuticos ademds de eliminar
células tumorales tienen efectos secundarios en tejidos normales como el hematopoyético,

reflejado en mielosupresion, problema que limita el propio tratamiento oncoldgico (Hsiao et al.,
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2014; Jaso et al., 2014). Es este sentido, a pesar del progreso sustancial en el tratamiento, el 20% a
40% de los pacientes recién diagnosticados con LMA no logran la remisiéon y 50% a 70% de
aquellos en primera remision completa se espera que recaigan dentro de los 3 afios siguientes.
Ademas existen pacientes que no son candidato a las estrategias convencionales, por ejemplo el
trasplante autdlogo y alogénico de células troncales (Cheng et al., 2014; Robak et al., 2009), no
pueden acceder al tratamiento en términos econdmicos (Ruiz-Argielles et al., 2007), o han dejado

de ser responsivos.

Por lo anterior, cada afio nuevos medicamentos son evaluados en estudios clinicos, incluyendo
inmunotoxinas, anticuerpos monoclonales, andlogos de los nucledsidos, agentes hipometilantes,
inhibidores de la farnesiltransferasa, agentes alquilantes, inhibidores de la tirosina quinasa 3 y
moduladores multi-resistentes (Tallman et al., 2005). Por otro lado, la busqueda de moléculas
potencialmente antineopldsicas reside en los modelos de ratén los cuales, buscan emular las
enfermedades humanas que de otra manera, serian muy dificil o éticamente reprobable abordar
experimentalmente. Uno de los modelos de ratén mas ampliamente utilizados en el estudio de la
leucemia mieloide es el de las células WEHI-3, derivadas de un ratén Balb/c por el grupo de Donald
Metcalf hace més de 40 afios (Sarabani et al., 2006; Park et al., 2002; Van Furth 1985; Warner
et al., 1969). Es conocido que la inoculacién de esta linea celular a ratones compatibles, induce
tumores y un cumulo de manifestaciones de enfermedad de recuerdan a la LMA en humanos y
que culminan invariablemente en la muerte (Ling et al., 2006; Garcia-Castro et al., 2003).
Desafortunadamente, no se ha descrito el inmunofenotipo preciso de las células WEHI-3 de
manera que su identificacién tanto in vitro, por ejemplo en cocultivos como in vivo, en la médula
dsea y organos toracico-abdominales después de su inoculaciéon a ratones compatibles, es poco
referida. Una alternativa para la identificacion de células in vitro e in vivo, en ausencia de un
inmunofenotipo preciso o de lesiones cariotipicas es el marcaje celular, ya sea con moléculas
fluorescentes o mediante la transfeccion de un vector que exprese de manea constitutiva un gen

reportero.
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Transfeccion

La transfeccidn o transgénesis es la introduccion de material genético externo en células
eucariotas por medio de plasmidos, virus u otras herramientas moleculares (Legorreta et al.,
2012). El desarrollo de los métodos de transferencias de genes inicié desde los afios cincuenta,
cuando se describié el ciclo lisogénico de los bacteriéfagos cuyo genoma se integra establemente
en la bacteria huésped y se replica junto con ella. La posterior descripcién de elementos
hereditarios no asociados con el cromosoma como los plasmidos, que en algunos casos se pueden
insertan de forma estable en el genoma (episomal), posibilitd la transformacién artificial de
organismos unicelulares y promovid la invencion de métodos artificiales de transferencia de genes

(Legorreta et al., 2012).

En la transfeccion se han seleccionado moléculas especificas para la entrega de genes,
denominadas vectores (Armenta et al., 2006); los vectores tipicamente consisten en un 4acido
nucleico asociado con un material, ya sea natural (por ejemplo los basados en virus) o sintéticos
(por ejemplo a base de polimeros o lipidos) (Bergen et al., 2011). Los vectores virales ofrecen una
forma atractiva de introducir ADN en las células huésped con alta eficiencia debido a sus
capacidades de transferencia de genes y expresion génica; sin embargo las desventajas de utilizar
vectores virales es que algunas proteinas virales pueden ser toxicas para las células, otro
inconveniente de este tipo de vectores, es que la expresion de algunas proteinas virales pueden
favorecer la respuesta inmune intensa contra las células diana (Legorreta et al., 2012; Bergen et
al., 2011). La utilidad clinica de los vectores virales estd a menudo limitada por los patrones
naturales de transduccidon de virus, y en muchos casos sus interacciones desfavorables con el
sistema inmune (Bergen et al., 2011). Los vectores no virales tienen varias ventajas sobre los
vectores virales en particular desde el punto de vista de la seguridad y su produccion comercial.
Sin embargo, la baja eficiencia de la transferencia de genes mediada por vectores no virales sigue
siendo un obstaculo (Akita et al., 2011; Tros de llarduya et al., 2010). El tipo de vector mas
empleado es el plasmidico (molécula circular de ADN de doble cadena), que se replica de forma
independiente en la bacterias. Una desventaja de los métodos fisicos actuales es que estan

limitados a aplicaciones in vitro (Armenta et al., 2006).
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Los genes reporteros cumplen el propdsito de expresar alguna proteina cuya funcidn se detecte
facilmente y sirven ademas para identificar a la transgénesis en el tiempo y en el espacio. Un gen
reportero idealmente requiere codificar para una proteina cuya actividad enddgena en la célula
blanco, sea nula o muy baja; o que se distinga facilmente de la célula huésped. Ademds no debe
ser toxico para las células y se prefiere que pueda medirse sin destruir al tejido (deteccidon no
invasiva), para poder observar el curso temporal de la expresion, sin que esto impida utilizar las
células para otros fines posteriormente. Su deteccion debe ser simple y muy sensible, por lo que
generalmente se utilizan fluoroforos o enzimas que generen cromdgenos como reporteros
(Legorreta et al., 2012; Read, 2000). Los reporteros utilizados con mayor frecuencia se describen
en la Tabla 2. La proteina verde fluorescente ha sido expresada en una amplia variedad de
organismos y solo necesita luz ultravioleta o luz azul para su detecciéon. La expresién de GFP es

auténoma independiente del tipo de célula y su ubicacion (Sheen et al., 1995; Read, 2000).

Reportero y fuente Sistema de deteccion Actividad endogena Estabilidad
Proteina verde Fluorescencia, FACS, Nula Alta resiste fijacion
fluorescente (GFF) microscopia con focal. No

invasivo
Galactosidasa de £ coli | Colorimétrico. invasivo Presente a pH acido y en Alta resiste fijacion.
senescencia Resiste pH 7.5- 8.0
Luciferasa de Photinus | Luminiscente. Emite un Nula Baja
pyralis foton al hidrolizar ATP. No
invasivo
Cloranfenicol Acetil Deteccion de formas Nula Alta, resiste detergentes

Transferasa (CAT) de £ | acetiladas de cloranfenicol.

coli Invasiva
Glucoronidasa de E. Quimioluminiscencia, Muy baja en plantas Muy estable a 37°C,
coli fluorescencia, resiste hasta 60°C

espectrofotometria e

histoquimica. Invasiva

Fosfatasa alcalina Espectrofotométrica. Presente Estable
humana Invasiva

Hormona del Radioinmunoanalisis o Nula Estable
crecimiento humana ELISA

Tabla 2. Comparativa de los genes reporteros que se utilizan con mayor frecuencia y la fuente, asi
como el sistema de deteccidn y su estabilidad (Legorreta et al., 2012)
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Existen diversos métodos fisicos y quimicos para la eficiente introduccion del ADN con su propio
espectro de ventajas y desventajas. Entre los factores a considerar para un procedimiento éptimo
de transfeccién no viral en eucariontes estan: el blanco, la ventana de tiempo, el nivel de
expresion deseado, la estabilidad esperada asi como la factibilidad de la técnica (Legorreta et al.,
2012; Karra et al.,, 2010). Entre las diferentes metodologias (biobalistica, electroporacion,
microinyeccidn, precipitaciéon por fosfato de calcio, etc.) destaca la lipofeccidon en términos de
mayor eficiencia y reproducibilidad, ademas de no presentar desventajas como citotoxicidad,

dificultades técnicas y equipamiento necesario (Ramos et al., 2005).

La lipofeccion, emplean vesiculas sintéticas consistentes de una o mds bicapas de fosfolipidos
llamadas de manera genérica: liposomas (Gregoriadis et al., 2010; Ewert et al., 2008). Los
liposomas tienen varias caracteristicas que los hacen ser atractivos como vectores para la
transferencia de genes: no son inmunogenicos, no son toéxicos, los liposomas como
transportadores de ADN pueden transfectar células que no se dividen (incluyendo neuronas),
pueden entregar multiples genes de cualquier tipo de acido nucleico (lineal o super enrollado) y

finalmente son relativamente sencillos de preparar (Wang et al., 2013; Ibanez et al., 1996).

Las propiedades antes mencionadas posicionan a los liposomas como un buen método para
transferir genes. Adicionalmente se han disefiado liposomas con lipidos catiénicos que son lipidos
sintéticos (Koch et al., 2000). Los lipidos catidnicos tienen la propiedad de interaccionar con las
cargas negativas del ADN y formar lipocomplejos catidnicos, que en su momento interaccionan
con las cargas negativas de las membranas celulares, lo que favorece su introduccién a la célula

por endocitosis (Figura 2) (Fewell et al., 2005; Wong, 2008)
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Figura 2. Esquema de lipofeccion. El lipocomplejo que lleva el transgen penetra a la célula por
endocitosis o por fusion, en ambos casos el transgen llega al nucleo, permanece como episoma y
expresa la proteina o producto (Wong, 2008).

Alternativas de tratamiento

La necesidad de promover la busqueda de medicamentos de origen natural, surge por el
incremento en la frecuencia de padecimientos mortales como el cdncer. Hoy por hoy, existen en el
mercado de Estados Unidos de América (EUA) 141 medicamentos contra el cancer y
aproximadamente el 67% de éstos son de origen natural. (Cragg et ol., 2005). Estos medicamentos
se han clasificado como; productos de origen natural, productos semisintéticos derivados de un
producto natural o productos sintéticos que han empleado como modelo un producto de origen
natural (Cragg et al., 2005). En este sentido, la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la
UNAM, desde hace mas de 10 afios ha impulsado la investigacién de nuevas moléculas
potencialmente anticancerigenas de origen natural entre ellas la caseina y el caseinato de sodio

{CasNa).
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Caseina

La leche y sus productos lacteos son uno de los principales componentes dentro de la dieta
humana aun en etapa adulta y es valorado por su aporte nutricional de aminoacidos (Koletzko et
al., 1998). La leche esta constituida por 3.6% de proteinas, 4.0% de grasas, 5.0% de carbohidratos,
menos del 1.0% de vitaminas y minerales y 86.6% de agua. El 80% de la fraccidon proteica la
constituye la caseina a-S1 caseina, a-S2 caseina, B caseina y k caseina (Warner, 1979; Hall, 1971).
Si bien las citosinas son los principales reguladores de la hematopoyesis, existen evidencias de que
estas glicoproteinas no son las Unicas que pueden influir en la generacién de células sanguineas,
asi existen biomoléculas de origen y naturaleza distinta de las citosinas que pueden tener efectos
similares sobre las células hematopoyéticas. En este sentido, diferentes estudios han surgido que
las proteinas de la leche pueden estar involucradas en procesos hematopoyéticos mas alld del
soporte de aminodcidos. En efecto, la eliminacién de caseina en la dieta de ratas y ratones
provoca mielosupresion (Stanovic & Boranic, 1996) y por el contrario una dieta privada de
proteinas pero suplementada con caseinas favorece la hematopoyesis in vivo (Aschkenasay, 1971).
Es conocido que su eliminacion de la dieta en ratones induce una proliferacion deficiente de
eritrocitos a consecuencia de la reduccidn en la produccién de eritropoyetina (Okano et al., 1992).
Por otro lado, la inyeccion intraperitoneal de CasNa ademds de inducir quimiotaxis de granulocitos
y monocitos (Pasotti et al., 1992), lo cual se ha empleado con éxito para estudiar la inflamacién de
manera controlada, también induce acumulacién de actividad estimuladora de colonias en suero y
exudado de la cavidad peritoneal (Metcalf et al., 1986; Sachs & Lotem, 1993). La inyeccién
subcutdnea de caseina permite la supervivencia de ratones inyectados con dosis letales de
bacterias, actividad que se debe a la elevacion de los niveles del G-CSF el cual activa a los
granulocito-neutréfilos para eliminar a las bacterias (Ledesma-Martinez, 2013) acelerando la
diferenciacidon de neutrdfilos en banda hacia polimorfonucleares en ratéon (Santiago-Osorio et al.,
2010). Asi mismo, el CasNa induce activacién de hematopoyesis al incrementar el nimero de
células mononucleadas de la médula désea in vivo (Donahue et al., 1986), e inducir un aumento de
los precursores de origen mieloide en la médula dsea de raton (Liebermann & Hoffman-
Liebermann, 1989).

Por otro lado, se ha sugerido que la caseina, o algunos de sus componentes, productos de la
digestion enzimatica, pueden ser biomoléculas reguladoras de la hematopoyesis mas alla del

aporte de aminoacidos (Okano et al., 1992; Cross & Gill, 2000). A este respecto se ha encontrado
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que las subunidades a, B y k caseina, constituyentes de la caseina, contienen un ndmero
importante de péptidos bioactivos, para los que existen receptores en las células mieloides, tanto
normales como de origen leucémico (Read et al., 1990; Jinsmaa & Yoshikawa, 1999). Asi mismo se
han dado evidencias de la presencia de receptores para caseina y CasNa, en granulocitos y
monocitos (Lewis & Van Epss, 1983; Hira et al., 2003). Adicionalmente, se ha demostrado que la B-
caseina activa la produccién de radicales libres en granulocitos e induce la proliferacion de
linfocitos de carnero (Wong et al., 1996) y de linfocitos T de pacientes con diabetes tipo | y I
(Cavallo et al., 1996), mientras que péptidos derivados de la caseina pueden estimular o disminuir
la actividad de linfocitos (Kayser &Meisel, 1996; Pessi et al., 2001).

Todos estos elementos muestran que moléculas y péptidos de la caseina pueden incidir en la
regulacién de la proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas normales, asi como
también en aquellas de origen leucémico; teniendo por lo tanto aplicacién terapéutica potencial.
En este sentido, recientemente se reportd que el caseinato de sodio (CasNa), una sal de la caseina,
inhibe la proliferacion de diferentes lineas celulares leucémicas entre ellas, WEHI-3, J774 y P388
tanto in vitro como in vivo (Cordova-Galaviz et al., 2014; Ramos-Mandujano et al., 2008). De
manera interesante, el efecto bioldgico del CasNa sobre células hematopoyéticas, es mayor al
ejercido por las subunidades de caseina de manera individual en el mismo tipo de células (Ramos-
Mandujano et al., 2008). Por otro lado en cultivo primario de células de médula ésea, el CasNa
sinergiza la proliferacién de células mononucleadas de médula dsea normal (CMN) de ratones
presencia de interleucina 3 recombinante de ratén (rmlL-3) como factor de crecimiento (Ledesma-
Martinez et al., 2012) mientras que al ser administrado intraperitonealmente a un ratéon BALB/c
sano, ademds de incrementar el indice esplénico, aumenta también el tamafio de los centros
germinales (Lagunez, 2004) y recientemente se publicd que se promueve la granulopoyesis

(Dominguez et al., 2012) induce proliferacion celular (Ledesma-Martinez et al., 2012).

Es conocido que el interés de un agente potencial anti-cancerigeno, no sdlo depende de su
actividad hacia células malignas, sino también de su falta de toxicidad para los tejidos normales
(Lickliter et al., 2003). En este sentido y de nuestro conocimiento, el CasNa representa la primera
descripcién de una molécula toxica para las células leucémicas, pero que induce proliferacion en
células hematopoyéticas normales. Esta propiedad opuesta es rara entre la mayoria de los
farmacos utilizados en el tratamiento de leucemia y excede las expectativas de cualquier molécula

antileucémica actualmente en investigacion, sin embargo, se desconoce si en un cocultivo de
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células normales y células leucémicas, el CasNa mantiene su capacidad de activar la
hematopoyesis normal al mismo tiempo que inhibe la hematopoyesis leucémica. De confirmarse
que el CasNa conserva su actividad diferencial en cocultivo, se sentarian las bases para proponerlo
como una molécula con potencial de tratamiento o purga de células leucémicas ex vivo en

pacientes con leucemia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar del avance en el conocimiento de la biologia celular, molecular y bioquimica aplicada al
tratamiento de la AML, se encuentra dentro de los primeros cinco tipos de cancer mas frecuente y
de alta mortalidad a nivel mundial. Tratamientos como la quimioterapia actudan sobre las células
malignas pero también en normales, incluyendo las hematopoyéticas, lo que compromete la vida
del paciente, por lo que es innegable la necesidad en desarrollar un agente antineopldsico con
actividad hacia células malignas, pero carente de toxicidad para los tejidos normales. En este
sentido, los productos de origen natural o derivados de estos han sido desde tiempos
inmemoriales, la fuente principal del hombre para la obtencidn de agentes medicinales. (Setzer y
Setzer, 2003). Desafortunadamente, los estudios de drogas con potencial antileucémico se centran
principalmente en los efectos farmacolégicos sobre poblaciones de AML, mientras que por otro
lado es poco conocido el efecto de estas drogas sobre las células de médula dsea; la lentitud de los
avances en la investigacion sobre la interaccion entre las células leucémicas y células de médula
O0sea se debe gran parte a la dificultad de estudiar a estas células en un sistema ex vivo
(Griessinger et al., 2014); por lo que el cocultivo representa un método cuya finalidad es emular in
vitro la compleja interaccion entre células leucémicas y normales de la médula dsea como ocurre
in vivo, y por ende aumentar el rendimiento de las investigaciones en diversos campos cientificos

disminuyendo costos y aminorar tiempos (Kvestad et al., 2014)
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JUSTIFICACION

La LMA tiene la tasa de supervivencia mds baja de todas las leucemias (Robak et al., 2009). La
estrategia terapéutica ideal es aquella que elimina a las células malignas sin dafiar a las células
normales. Por lo anterior, existe la necesidad de encontrar moléculas alternativas con potencial
terapéutico pero sin los efectos colaterales de la quimioterapia estandar.

Hasta el momento, se ha conseguido que nuevas moléculas de origen natural sean altamente
efectivas contra células malignas y ligeramente toxicas para el tejido normal (Wright et al., 2013;
Faujan et al., 2010), de entre ellas, el caseinato de sodio, es un candidato muy interesante de
investigacion gracias a que se ha mostrado, es una molécula téxica para las células leucémicas,
pero inocua para sus contrapartes normales de la médula ésea en las que incluso induce
proliferacién celular. En la médula dsea de un paciente con leucemia coexisten ambos tipos de
células, por lo tanto es importante demostrar que el efecto diferencial de CasNa, se conservaba en

un cocultivo de células mononucleadas normales y leucémicas WEHI-3GFP.
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HIPOTESIS

Se ha mostrado que el CasNa frena la proliferacién de lineas celulares leucémicas de ratdn,
mientras que potencia la proliferacion y diferenciacion de células normales de médula dsea. Por lo
anterior, se espera que en el cocultivo de células leucémicas y normales de médula ésea, el CasNa
bloqueara la generacidn de células leucémicas en tanto que estimulard la de células

hematopoyéticas normales.
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OBJETIVOS

General

¢ Evaluar la proliferacién y viabilidad de WEHI-3, células mononucleadas normales de médula

Osea de raton (CMN) y cocultivo de ambas (CC) estimuladas con CasNa.

Particulares

7
0.0

Establecer en WEHI-3 la dosis para para seleccionar las clonas de WEHI-3GFP+ con el

antibidtico Geneticina.

7
0.0

Transfectar a las células WEHI-3 con el gen reportero GFP.

7
0.0

Verificar que la transfeccion no modifique las caracteristicas propias de la linea celular

leucémica WEHI-3.

7
0.0

Evaluar el efecto del caseinato de sodio en la proliferacidn y viabilidad de cocultivos de células
leucémicas WEHI-3GFP y normales de médula ésea de ratén BALB/c.

+»+ Evaluar el efecto del CasNa sobre la fragmentacién del ADN de WEHI-3GFP, CMN y CC.
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MATERIAL Y METODO

Linea WEHI-3 de raton

Se empled la linea de leucemia mielomonocitica WEHI-3 de ratén (ATCC Rockville, MD, USA),
originalmente establecida a partir del cultivo sucesivo de un sarcoma mieloide de ratones BALB/c
(Warner et al., 1969). Estas células expresan marcadores mieloides como CD11b, CD32 (FcgRll),
Thy-1, Mac-3, F4/80. Son positivas para esterasa, lisosima y 5’-nucleotidasa pero negativas para
peroxidasa y aminopeptidasa (Van Furth et al., 1985). Expresan de manera constitutiva IL-3,
cuerpos de Bauer y de manera caracteristica, inducen leucemia cuando son inoculadas en ratones
BALB/c (Van Furth et al., 1985).Las células fueron cultivadas en medio de cultivo IMDM
(Iscove’sModificedDulbeco’s Médium) (Gibco BRL, USA) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) (Gibco BRL, USA) desactivado por calor, L-Glutamina 2 mM y 1.1 uM de B-
mercaptoetanol (Sigma Aldrich, USA) a una densidad de 3x10 células/mL, 37° Cy 5 % de CO? con

cambio de medio cada 48 h.

Animales

Los procedimientos que involucraron animales fueron llevados a cabo de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, de especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y
uso de los animales de laboratorio. Ratones hembra BALB/c de dos a tres meses de edad, en
condiciones libres de patdgenos y alimentados con una dieta estdndar de laboratorio, fueron
alojados en las instalaciones del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza hasta su

uso.

Obtencion de células mononucleadas de médula 6sea de
raton

Para la obtencién de células de médula dsea, un ratén hembra de la cepa Balb/c fue sacrificado
por dislocacién cervical obteniendo ambos fémures. La epifisis fue perforada haciendo fluir PBS
(solucidn estabilizadora de fosfatos) se extrajeron la células totales de médula o6sea.
Posteriormente se aislaron las células mononucleadas mediante un gradiente de densidad
empleando Histopaque® 1077 (Sigma Aldrich, USA) de una densidad de 1.077 g/ml,

posteriormente se lavaron dos veces con solucién estabilizadora de fosfatos (PBS) y fueron
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contadas en camara de Neubauer bajo el microscopio a 10x y la viabilidad por la técnica de

exclusion al azul tripano (Sigma Aldrich, USA).

Caseinato de sodio (CasNa)

El CasNa (Spectrum, USA) se solubilizé en PBS (solucién estabilizadora de fosfatos) y esterilizo por
autoclave, preparando una solucién patron de 100 mg/mL, realizando diluciones en PBS para
llegar a la concentracién de 2mg/mL para estimular a las CMN, WEHI-3 y WEHI-3GFP (Ledesma-
Martinez et al., 2012).

Proliferaciéon

Para evaluar la proliferacién celular de las células WEHI-3GFP o de células mononucleadas de
médula ésea (CMN) se cultivaron durante 72 o 120 h, con o sin CasNa en placas de 96 pozos
(Costar, USA); una vez transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugo la placa y las células
adheridas se fijaron con glutaraldehido al 1.1% durante 1 hora, después se adiciond la solucién de
cristal violeta (Sigma, Missouri, USA) para tefiir el nicleo celular (Kueng et al., 1989), como
método indirecto para cuantificar el numero celular ( Gillies et al.,1986), se retiré el exceso de
colorante con agua destilada. En seguida se agregaron 50 pL de acido acético al 10% a cada pozo,
agitandolo durante 20 minutos en un agitador de placas (Red Rotor, Instrumental electrdnicas,
USA) para solubilizar el colorante. La densidad dptica de las células fue evaluada a 570 nm en un

espectrofotometro de placas (Spectra Tecan Image, Austria).

Viabilidad celular

Se evalué mediante dos formas: A) MTS la cual se fundamenta en la reduccidon metabdlica una sal
de tetrazolio, en este caso [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) mediante la actividad de la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa en una sal de formazan de color azul (Borenfreud et al., 1988). Es un ensayo
colorimétrico basado en la cuantificacion espectrofotométrica en el que el valor de absorbancia
obtenido es proporcional al nimero de células metabdlicamente activas (capaces de reducir MTS),
permite valorar la viabilidad celular y la actividad mitocondrial de forma directa, ya que la cantidad

de células vivas es proporcional a la cantidad de sal de formazan formada (Castro, 2006).
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Brevemente después de 120 h de estimulo sin y con CasNa se adicionaron 20 pL de CellTiter96
{Promega, USA) a la placa y durante 4 h se mantuvo dentro de la incubadora, posteriormente se
realizé la lectura de absorbancia en un espectrofotdmetro de placas (Spectra Tecan Image,
Austria) a una densidad 6ptica de 490 nm.

B) Azul tripano, para determinar la presencia de necrosis en las células WEHI-3GFP, después del
cultivo se tomd una muestra celular en proporcidon 1:1 con colorante azul tripano se evalud por
conteo directo en una camara de Neubauer, expresandose el porcentaje de células vivas

(refractantes) en oposicidn a las células muertas (tefiidas de azul) respecto al nimero celular total.

Establecimiento de cocultivo de células WEHI-3GFP y
CMN

Las células WEHI-3GFP+, WEHI-3 parentales no fluorescentes y CMN fueron cultivadas de manera
individual y conjunta en placas de 24 pozos a una densidad inicial de 0.75x10° y 1x10°
respectivamente en IMDM suplementado con 15% de suero fetal bovino (SFB) desactivado por
calor (Gibco BRL, USA), 5% de suero equino (HyClone, USA). Las células CMN son dependientes de
factores de crecimiento exdgenos para proliferar y sobrevivir (Goldberg et al., 1981; Francke et af.,
2011) por lo tanto, fueron cultivadas como se describe en Ramos-Mandujano et al., 2008 con5
ng/mL de interleucina 3 recombinante de ratén (rmlL-3) (R&D System, USA), tanto en cocultivo
con células WEHI-3 como en los sistemas individuales. En todos los casos se estimularon con 2

mg/mL de CasNa durante un periodo maximo de 120 h, considerando controles de sélo PBS como

vehiculo; al término del cultivo las células se recuperaron por centrifugacién, fueron lavadas en

PBS.
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por el Dr. Enrique Isabel Miranda Peralta (Hospital General de México). El plasmido pEGFPC-1,
expresa de manera constitutiva GFP bajo el control del promotor de CMV y confiere resistencia
frente a neomicina/kanamicina via la expresion del gen Tn5 regulado por el promotor de SV40 (BD

BiosciencesClontech, 2002) (Figura 3).

Figura 3. Mapa del plasmido pEGFPC-1 de 4.7 kb (tomado de BD Biosciences-Clontech, 2002).

Establecimiento de la dosis de seleccidon con el antibiodtico
G418

Se realizd una curva dosis respuesta de la proliferacidn y viabilidad de las células leucémicas WEHI-
3 determinando la dosis requerida para inducir letalidad (ICsp, 1C;s, 1Ci0) en presencia del
antibidtico Geneticina® (G418) (Invitrogen, USA). La linea celular WEHI-3 se sembré en una placa
de 96 pozos fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 3x10° células/mL de medio de cultivo
adicionando concentraciones de (0), 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 mg/mL de G418 y se dejé en cultivo a
37°Cy 5 % de durante 72 h. Posteriormente se centrifugo la placa y las células adheridas se fijaron
con glutaraldehido al 1.1% durante 1 hora, después se adiciono la solucién de cristal violeta
(Sigma, USA) para teiiir el nucleo celular (Kueng et al., 1989), como método indirecto para
cuantificar el namero celular (Gillies et al.,1986), se retiré el exceso de colorante con agua
destilada. En seguida se agregaron 50 pL de 4cido acético al 10% a cada pozo, agitandolo durante
20 minutos en un agitador de placas (Red Rotor, Instrumental electrdnicas, USA) para solubilizar el
colorante. La densidad éptica de las células fue evaluada a 570 nm en un espectrofotdmetro de

placas (SpectraTecanlmage, Austria), posteriormente los datos obtenidos fueron graficados en
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porcentaje de proliferacién. Mediante la ecuacidn de regresion lineal se determind las
concentraciones necesarias de G418 para inhibir al 50, 75 y 90% la proliferacién celular (ICsq, 1Cys,

IC10) de WEHI-3.

Transfeccion de WEHI-3

Para la generacion de WEHI-3GFP con la expresidn constitutiva estable de la proteina verde
fluorescente (GPF). Brevemente, las células WEHI-3 fueron transfectadas con el plasmido pEGFPC-
1 utilizando Lipofectamine® LTX & Plus Reagent (Invitrogen, USA). Se sembraron en 4x10* células
WEHI-3 por mL en una placa de 24 pozos de ultra baja adherencia (Corning, USA) utilizando tres
distintos medios de cultivo IMDM (Gibco BRL, USA), DMEM (Gibco BRL, USA) y optiMEM (Gibco
BRL, USA), una hora antes de comenzar la transfeccidon. Para la preparacion del plasmido se
diluyeron 5 pg del plasmido en 400 uL de su respectivo medio, una vez hecho esto se mezcld el
Plus Reagent (Invitrogen, USA) y se agregd 10 uL a cada preparacion del plasmido, se mezclé e
incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se le agrego 2.5 uL
de Lipofectamine® LTX (Invitrogen, USA) y se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente;
después de la incubacion se anadié 112.5 pL del resultante a cada pozo de la placa; en cada
condicién se agregd 0%, 0.1%, 0.2%, y 0.3% de SFB (dado que WEHI-3 es una linea celular
dependiente de SFB). Por ultimo se mezcléd suavemente en el agitador de placas durante 30
minutos; las placas se dejaron en la incubadora a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de
CO’ por 24 horas, pasado este tiempo se centrifugo la placa y posteriormente un cambio de 500 pL
de medio al 10% de SFB. Al término de la transfeccidon se comenzé la seleccién de WEHI-3GFP
tratandolas con 0.41 mg/mL de Geneticina® (Invitrogen, USA); los clones seleccionados se
expandieron en IMDM (Gibco BRL, USA), suplementado con el 10% de SFB (Gibco BRL, USA)
desactivado por calor, L-Glutamina 2 mM y 1.1 uM de B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, USA),
37°Cy 5 % de CO* con cambio de medio cada 48 h ademas de ir incrementando la concentracién

de Geneticina® (G418) (Invitrogen, USA) a fin de mantener la expresién del gen EGFP

Verificacion de positividad para GFP
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Para la cuantificacion de la expresion de GFP, la intensidad de fluorescencia se midié por
citometria de flujo utilizando un BD FACSAria II™ (Becton Dickinson, Alemania) al término de la
transfeccion, las células se lavaron con 2 mL de PBS y se resuspendieron en FACSFlow™ (Becton

Dickinson, USA) para el analisis FACS, adquiriendo 10,000 eventos por muestra.

Ademas de lo anterior la positividad de GFP se visualizé en el microscopio de fluorescencia, se
tomaron 200 uL de cada muestra para con ello realizar un citospin en una citocentrifuga (Shandon
Southern, USA); las muestras fueron observadas en un microscopio con focal Axio Vert.Al (Zeiss,

Alemania) en campo claro y posteriormente en campo oscuro a 10x.

Analisis de fragmentacion del ADN

Se empled la deteccién de degradacion en ADN como criterio de muerte celular por apoptosis.
Brevemente, es conocido que durante el proceso de muerte celular por apoptosis se presenta la
sintesis de endonucleasas que cortan el ADN a nivel internucleosomal, liberando nucleosomas los
cuales se sabe que contienen alrededor de 200 pares de bases. Al realizar un corrimiento
electroforético de las muestras resultantes de una extraccion de ADN de células apoptdticas es
posible observar la aparicién de un patrdn caracteristico de ADN en escalera, mejor conocido
como “DNA Ladder” (Alfaro et al., 2000); al realizar este procedimiento se verifico la integridad del
ADN de cultivos de WEHI-3 y CMN individuales y conjuntos sin y con CasNa.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de 120 h WEHI-3GFP, CMN vy el cocultivo de ambas
estimuladas con PBS o 2 mg/mL de CasNa, las muestras se colocaron en eppendorf con 1mL de
PBS y centrifugaron (Hermle Z300K) a 1500 revoluciones por minuto (rmp) durante 5 minutos a
17 C. Se retird todo el PBS y se adicionaron 500 pL de DNAzol (Invitrogen, USA), se resuspendid
lenta y suavemente hasta disolver el botdn celular e inmediatamente se incubo durante 20
minutos a 4°C, una vez transcurrido este tiempo se adiciono 1mL de etanol absoluto (Sigma, USA)
se mezclé por inversion 6 veces. Hecho lo anterior se centrifugo a 12,000 rpm durante 10 minutos
a 4°C en una centrifuga (Hermle Z300K) realizada la centrifugacion se decanto el sobrenadante y
se realizd la misma operacién utilizando etanol al 75% (Sigma, USA). Posteriormente se dejé secar
los restos de etanol por 3 minutos a temperatura ambiente y finalmente se hidrato agregando de
20 a 40 L de agua libre de RNAsas (DEPC, dietilpirocarbonato) proporcionalmente al tamario del

botén de cada muestra.
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Finalmente, el corrimiento de las muestras de llevo a cabo en un gel de agarosa al 1.5%
Ultrapure™Agarose (Invitrogen, USA) en buffer triacidoborico-EDTA 1x (TBE), adicionado con 30pL
del stock (0.5pg/mL) de bromuro de etidio (Sigma, USA) se cargaron 4 L de marcador de peso
moleculares O’ GeneRuler 1kb Plus ADN (Genetimes Technology,Hong Kong), 4uL del buffer del
carga (Promega, USA) y 12 g de ADN de cada muestra. El gel se corrié a 90 volts durante 1.5
horas, hecho esto el gel se revelo en un transiluminador DigiDoc-it (UVP, USA) y se tomo la

fotografia con el programa Doc-It-LS Acquisition Software (UVP, USA).
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RESULTADOS

CasNa inhibe la proliferacién de WEHI-3, pero potencia
la proliferacién de CMN y CC, manteniendo la actividad
metabélica

Para confirmar que el CasNa tiene un efecto diferencial sobre la proliferaciéon de la linea de
leucemia mielomonocitica de raton WEHI-3 y células hematopoyéticas normales de médula dsea,
tanto en cultivos individuales como en cocultivo, se mantuvieron estas células por 120 h con y sin
2 mg/mL de CasNa después de los cual, evaluamos tanto la proliferacién por cristal violeta, como
la actividad metabdlica por reduccién de MTS, como criterio de viabilidad celular. Se demostré que
CasNa inhibe la proliferaciéon de WEHI-3 tras 120 horas de cultivo con respecto al vehiculo, pero en
el mismo tiempo estimula la proliferacién de CMN vy el cocultivo de ambas (Figura 4). Por otra
parte, el CasNa redujo la actividad metabdlica en el cultivo individual de WEHI-3, pero no en CMN
ni CC. Por el contrario, aumenté en CMN y CC, aunque el CC fue significativamente menor que en
CMN en presencia de CasNa, lo cual indica una reduccion de la viabilidad (Figura 5).

Una vez que confirmamos la actividad diferencial por efecto de CasNa, nos preguntamos quiénes
eran las células que no proliferaban y las responsables de la reduccién de la viabilidad dentro del
CC, por ello se decidié transfectar las células WEHI-3 con un vector de expresién constitutiva para
el gen reportero de la proteina fluorescente (GFP), de esta manera podriamos detectar a las

células WEHI-3 en un CC con CMN.
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Figura 4. Porcentaje de proliferacion de la linea celular leucémica mielomonocitica (WEHI-3),
células hematopoyéticas normales de médula ésea (CMN) y el cocultivo de ambas (CC) en ausencia
o0 presencia de 2mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo. Cada punto representa la media +/-
desviacion estandar de 3 ensayos independientes. Significancia estadistica * p<0.05 respecto a
solucion buffer de fosfatos (PBS) en el ANOVA Tukey.
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Figura 5. Actividad metabdlica (viabilidad) de la linea celular leucémica mielomonocitica (WEHI-
3), células hematopoyéticas normales de médula dsea (CMN) y el cocultivo de ambas (CC) en
ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo. Cada punto representa la
media +/- desviacion estandar de 3 ensayos independientes. Significancia estadistica * p<0.05
respecto a PBS en el ANOVA Tukey.
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El antibiético G418 inhibe la proliferaciéon de las células
leucémicas WEHI-3 de manera dosis dependiente, con una
ICs0 de 0.41mg/mL

El vector pEGFPC-1 ademds de expresar de manera constitutiva la proteina verde fluorescente,
confiere resistencia al antibidtico Geneticina. Por lo tanto, nos preguntamos si las células WEHI-3
paténtales son sensibles a la presencia de este antibidtico, de ser asi, Unicamente las células
portadoras del vector serian capaces de sobrevivir y proliferar en presencia de antibidtico G418,
analogo a Geneticina. De esta manera podriamos seleccionar facilmente aquellos cultivos de
células WEHI-3 portadores del vector, de aquellos cultivos no portadores del vector y en
consecuencia negativos para la expresién de GFP.

Luego de estimular a las células WEHI-3 con diferentes concentraciones de G418, se encontré que
este antibidtico inhibe la proliferacién de la linea celular WEHI-3 en forma dependiente de la
concentracién en evaluaciones a 72 h (Figura 6). Una vez obtenida la curva de proliferacion se
calcularon las concentraciones necesarias para inhibir al 50, 75 y 90% la proliferacion celular

(ICsp, 1Cy5, 1C4) mediante un analisis de regresion lineal (Tabla 3).
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Figura 6. Efecto antiproliferativo inducido por Geneticina® (G418), sobre la linea celular
leucémica mielomonocitica WEHI-3. Evaluacién mediante la técnica de cristal violeta después de
72 h de cultivo. Control (0), 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 mg/mL. Valores promedio de tres ensayos
independientes con tres repeticiones. *Significancia estadistica contra su respectivo control
ANOVA Tukey p<0.05.

Células Geneticina® (G418)
ICsy ICys ICyp
WEHI-3
0.41 mg/mL 0.84 mg/mL 1.10 mg/mL

Tabla 3. Valores de ICs, 1Cy5, ICy (mg/mL) para la linea celular leucémica mielomonocitica
WEHI-3. Calculada con base en la curva dosis-respuesta y obtenida a partir de una ecuacion de
regresion lineal.
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Transfeccion con el vector pEGFP-C1 y seguimiento de las
células leucémicas WEHI-3 transfectadas

Una vez conocida la concentracion de Geneticina (G418), con la cual posteriormente se
seleccionaria a las células portadoras del vector, se procedié a realizar la transfeccion de la linea
celular leucémica WEHI-3 con el pladsmido pEGFP-C1, bajo diferentes condiciones de medio de
cultivo y SFB, dado que no se tenian las condiciones dptimas para obtener mayor porcentaje de
expresion de GFP utilizando Lipofectamine LTX & Plus Reagent. Después de 72 horas de la
transfeccion se analizaron las muestras mediante citometria de flujo, para conocer la eficiencia de
la transfeccion por medio del porcentaje de positividad para GFP, adquiriendo 3,500 eventos por
muestra. En donde se obtuvo que ninguna combinacion de optiMEM y SFB rindié mas de 0.9% de
células WEHI-3 positivas para GFP (Figura 7), por su parte la combinacion de DMEM y 0.1% de SFB
rindid un maximo de 6.4% de células WEHI-3 positivas para GFP (Figura 8); mientras que los
mayores porcentajes de eficiencia, fueron logrados en combinaciéon con IMDM, en donde IMDM
0.2% SFB generd 5.6% GFP+; IMDM 0.1% SFB= 10.1% GFP+; IMDM 0% SFB= 32.9% GFP+ (Figura
9). Dentro de todas las combinaciones las condiciones marcadas como control contenian
Lipofectamine® LTX & Plus Reagent pero no el plasmido, asi como 10% de SFB, es decir eran el

control de fluorescencia basal o autofluorescencia de la poblacion.
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Figura 7. Ninguna combinacién de optiMEM y SFB rinde mas de 0.9% de células WEHI-3
positivas para GFP. Verificacion de la positividad de las células WEHI-3 72 horas después de la
transfeccion con el plasmido pEGFPC-1; en donde OptiMEM-control son células WEHI-3 en
medio de cultivo OptiMEM al 10 % SFB sin ningun plasmido como control de la poblacion.
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Figura 8. La combinacién de DMEM y 0.1% de SFB rinde un méximo de 6.4% de células WEHI-3
positivas para GFP. Verificacion de la positividad de las células WEHI-3 72 horas después de la
transfeccion con el plasmido pEGFPC-1; en donde DMEM-control son células WEHI-3 en medio
de cultivo DMEM al 10 % SFB sin ningun plasmido como control de la poblacion.
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Figura 9. La combinacién de IMDM vy la ausencia de SFB rinde un maximo de 32.9% de células
WEHI-3 positivas para GFP. Verificacion de la positividad de las células WEHI-3 72 horas después
de la transfeccion con el pldsmido pEGFPC-1; en donde IMDM-control son celulas WEHI-3 en
medio de cultivo IMDM al 10 % SFB sin ningun plasmido como control de la poblacién.
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Después de la obtener condiciones de un 32.9% de células WEHI-3GFP+ se comenzd la seleccion
de las células WEHI-3GFP tratandolas con la ICsy de Geneticina (G418) 0.41 mg/mL. Las WEHI-3GFP
se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar a una densidad de 1x10° — 3x10* células/mL
con cambio de medio cada 48 h; luego de dos semanas en cultivo se incrementd gradualmente la
concentracién de Geneticina (G418) de 0.41 a 0.84 mg/mL, siendo la expresion para GFP
monitoreada regularmente, asi luego de 6 semanas post-transfeccion la positividad se incrementé
hasta el 99% (Figura 10a). Adicionalmente a la determinacién por citometria de flujo de la
expresion de GFP, se visualizd un citocentrifugado de WEHI-3GFP a 10x (Figura 11) bajo una luz de
470 nm aproximadamente, y se comprobd que aun utilizando una herramienta de menor
sensibilidad como lo es la microscopia de fluorescencia se puede confirmar que estas células son
verde fluorescente (GFP+).

Asi mismo durante 9 semanas mas la positividad de WEHI-3GFP se mantuvo por encima del 90%
(Figura 10b); sin embargo, se observd que cultivos en ausencia de G418 es decir, sin la presion de
seleccion por parte del antibidtico, la expresion de GFP en las células WEHI-3GFP es casi nula

(Figura 12).
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Figura 10. Expresion de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el plasmido pEGFPC-1 a)
seis semanas después de la transfeccion y b) quince semanas post-transfeccion. Se muestra de color
azul WEHI-3 como control de fluorescencia basal y de color verde la fluorescencia de las
células WEHI-3GF.
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Figura 11. Expresion de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el plasmido pEGFPC-1
detectada mediante microscopia de fluorescencia. WEHI-3 transfectadas con el plasmido pEGFPC-
1 observadas (A) microscopia de campo claro y (B) microscopia de fluorescencia. Se observan las
celulas WEHI-3GFP sometidas a luz LED (300 a 470 nm). Imagen representativa a 10X.
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Figura 12. La expresion de GFP en las células WEHI-3GFP generadas con el pldsmido pEGFPC-1
es dependiente de la presencia de G418. Se muestra de color azul WEHI-3 como control de
fluorescencia basal y de color rosa las células WEHI-3GFP sin la presion de seleccion del
antibidtico (G418).
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Las células WEHI-3GFP son morfolégicamente similares y
responden a la presencia de CasNa de manera similar que
las células WEHI-3, en evaluaciones de proliferacion a
72h de cultivo

Los resultados anteriores muestran que las celulas transfectadas expresaban GFP y que ésta era
dependiente de la presion de seleccidn con el antibidtico G418. Es conocido que la expresidn de
una proteina heterdloga como GFP, es inocua para la célula portadora del transgen sin embargo,
desconociamos si bajo nuestras condiciones de cultivo, las células WEHI-3 positivas para GFP eran
similares en morfologia y proliferacion a la linea celular leucemica parental sin transfeccién y si en
presencia de 2 mg/mL de CasNa también se inhibiria su proliferacién celular.

Por lo anterior, se compararon WEHI-3 y WEHI-3GFP tanto en morfologia como en cultivo celular y
la Figura 13A y Figura 13C muestra que las células WEHI-3GFP forman agregados celulares en
suspension al igual que su contraparte WEHI-3; por otro lado al observar las imagenes 13B y 13D
los citocentrifugados de ambas muestran caracteristicas que las hacen morfologicamente
similares.

De manera interesante, se encontrd una diferencia significativa en la proliferacién de las células
transfectadas (WEHI-3GFP) comparada con la linea parental (WEHI-3) en presencia de PBS como
vehiculo; sin embargo se demostré que tanto WEHI-3 como WEHI-3GFP inhiben su proliferacion
de manera similar en presencia de 2 mg/mL de CasNa despues de 72 h de cultivo (Figura 14) y en
ambas se ve afectada la viabilidad celular en 5% y 3% respectivamente, por lo que WEHI-3GFP se

comporta igual que la linea parental en presencia de CasNa (Figura 15).
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Figura 13. Comparacion entre las células WEHI-3 y las transfectadas WEHI-3GFP cultivos de
WEHI-3 (A) y WEHI-3GFP (C) observada en el microscopio (10x) después de 48 horas de cultivo
al 10% de SFB y 1.1 uM de B-mercaptoetanol en ambos casos. Citocentrifugados de WEHI-3 (C) y
WEHI-3GFP (D) observada en el microscopio (100x) después de 48 horas de cultivo.
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Figura 14. CasNa inhibe la proliferacion de WEHI-3 como de WEHI-3GFP. Evaluacién de
proliferacion de las células WEHI-3 y WEHI-3GFP en ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa
tras 72h de cultivo, por cristal violeta. Cada punto representa la media +/- desviacion estandar de 3
ensayos independientes. Significancia estadistica *° p<0.05 respecto al control (Omg/mL) en el

ANOVA Tukey.
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Figura 15. CasNa disminuye la viabilidad de WEHI-3 y WEHI-3GFP a 72 de cultivo. Evaluacion
de viabilidad de las células WEHI-3 y WEHI-3GFP en ausencia o presencia de 2mg/mL de CasNa
tras 72h de cultivo mediante exclusion al azul tripano. Cada punto representa la media +/-
desviacion estandar de 3 ensayos independiente. Significancia estadistica *° p<0.05 respecto al

control (Omg/mL) en el ANOVA Tukey.
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El CasNa inhibe la proliferaciéon de las células leucémicas
WEHI-3GFP pero potencia la de las células
mononucleadas de médula 6sea normal y del cocultivo de
ambas

Establecimos que las células WEHI-3 transfectadas (WEHI-3GFP) eran similares en proliferacion,
viabilidad y morfologia a las células parentales WEHI-3 y que ambas inhibian su proliferacién en
presencia de CasNa. Por lo anterior, realizamos un cocultivo como en la Figura 4 pero con células
WEHI-3GFP para evaluar el porcentaje de células positivas para GFP en presencia y ausencia de
2mg/mL de CasNa, considerando controles de células WEHI-3 y CMN tanto en forma individual
como en CC.

Por lo que se realizd un cocultivo con las condiciones anteriormente mencionadas y tras 120 h de
cultivo se observd bajo el microscopio que el CasNa disminuyé la proliferacién de WEHI-3GFP con
respecto al vehiculo, sin embargo se puede apreciar un aumento la proliferaciéon tanto en el
cultivo de CMN como en CCGFP comparados contra sus respectivos vehiculos (Figura 16) tal como
habiamos observado en los ensayos iniciales con células WEHI-3 parentales (Figura 4).

Cuando evaluamos por citometria de flujo el porcentaje de células verde fluorescentes
encontramos que las células WEHI-3GFP estimuladas con PBS, tienen un 74.3% de células GFP+
mientras que estimuladas con 2mg/mL de CasNa solo se encontré un 30.03% de células GFP+, lo
que se traduce en una reduccion del 44.27%. De manera inesperada, cuando se evalud el
porcentaje de células verde fluorescentes en los cultivos sin transfeccion de WEHI-3 y CMN en
presencia de CasNa, encontramos un incremento en el porcentaje de fluorescencia (Figura 17),
mientras que en el CCGFP tratado con CasNa se encontré una reduccion significativa de la
positividad a GFP del 50% (pasando de 57.86% en CCGFP/PBS a 28.96% en CCGFP/CasNa) (Figura
17 y Figura 18). Estos resultados son una prueba contundente de que el CasNa reduce el nimero

de células leucémicas en un cocultivo con células normales.
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Figura 16. Cultivos de las células WEHI-3GFP, células hematopoyéticas normales de médula dsea
(CMN) y cocultivo de ambas (CCGFP) a las 120 horas de estimulo CasNa (2mg/mL) o PBS como
vehiculo; A: WEHI-3GFP+PBS, B: WEHI-3GFP+CasNa, C: CMN+PBS, D: CMN+CasNa, E:
CCGFP+PBS, F: CCGFP+CasNa. Imégenes representativas a 10x.
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Figura 17. Porcentaje de fluorescencia (GFP) en células WEHI-3GFP, CMN vy el cocultivo de
ambas (CCGFP) en ausencia o presencia de CasNa (PBS o CasNa respectivamente) a 120 h de
cultivo. Histogramas representativos de un solo experimento.

51

GFP-A

§': ® 0.9%PBS g'; ® 52.99%PBS
&
] ® 2.9%CasNa @ 22.2%CasNa
2
&
3. N Ry ot
™1 |T||:t|k T ”r”;|1 T 1IT1;;‘ T rr||r1rﬂ[5 T 15 ‘A |3. ';
GFP-A GFP-A
CMN CCGFP
% N ® 2.5%PBS g ® 41.2%PBS
;ii:' 'lI ’
] ® 9.0% CasNa @ 27.3%CasNa




100
90
20
70
+ 60
= mPES
& 50
£ a0 W CasNa
30
20
" ..i il
0
WEHI-3  WEHI-3GFP CCparental CCGFP

Figura 18. Porcentaje de fluorescencia en células WEHI-3, WEHI-3GFP, CMN, cocultivo parental
(CC) y el cocultivo de células mononucleadas y WEHI-3 GFP (CCGFP) en ausencia o presencia de
2 mg/mL de CasNa después de 120 h de cultivo. Valores promedio de tres ensayos independientes.
*Significancia estadistica p<0.05 respecto a PBS en el ANOVA Tukey.

El CasNa induce fragmentacion del ADN en las células
leucémicas WEHI-3GFP y cocultivo pero no en
mononucleadas de médula 6sea normal

Los resultados anteriores muestran una reduccién en el nimero de células positivas a GFP, por lo
que existia la posibilidad de induccién de muerte celular, para verificarlo se evalud la integridad
del material genético de células WEHI-3GFP, células mononucleadas de médula ésea y el cocultivo
de ambas en ausencia o presencia de 2 mg/mL de CasNa en un corrimiento electroforético. Los
resultados mostraron un patrén de ADN en forma de “escalera” caracteristico de células
apoptdticas en WEHI-3GFP y CCGFP pero no en CMN tratadas con 2mg/mL de CasNa, mientras
que en las condiciones estimuladas con PBS como vehiculo este patrén en forma de escalera no se

observa, lo cual indica que en estas condiciones no hay muerte celular (Figura 19).
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Figura 19. Corrimiento electroforético de ADN de células WEHI-3GFP, CMN vy cocultivo de
ambas (CCGFP) en ausencia o presencia de 2 mg/mL de CasNa; (pb) marcador de peso molecular.
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DISCUSION

La leucemia mieloide aguda (AML) es un desorden agresivo caracterizado por la acumulacién de
células hematopoyéticas inmaduras en la médula ésea (Jaso et al., 2014; Stone et al., 2004); estas
células presentan caracteristicas distintivas tales como: inestabilidad gendmica, sostenida
sefalizacion proliferativa, evasion de supresores de diferenciacidn, resistencia a muerte, induccion
de angiogénesis y activacién de metastasis (Kushlinskii & Nemtsova, 2014; Hanahan & Weinberg,
2011). A pesar del avance en el conocimiento de las bases celulares y moleculares de esta
enfermedad, aln se encuentra dentro de los primeros cinco tipos de cdncer mas frecuente y de
alta mortalidad a nivel mundial (Tima et al., 2014; Cheng et al., 2014; Ferrara & Schiffer, 2013).
Tratamientos como la quimioterapia son téxicos en las células malignas pero también en las
células normales, incluyendo las hematopoyéticas lo que compromete la vida del paciente (Shipley
& Butera 2009); por lo que, es innegable la necesidad de desarrollar un agente antineoplasico con
actividad hacia células malignas, pero carente de toxicidad para los tejidos normales (Hsiao et al.,

2014; Lickliter et al., 2003).

Nuestro grupo de trabajo habia mostrado que el caseinato de sodio (CasNa) inducia un efecto
diferencial sobre la proliferacién de células leucémicas y hematopoyéticas normales en cultivos
separados (Ledesma-Martinez et al., 2012; Ramos-Mandujano et al., 2008) pero desconociamos si
en un cocultivo (CC) el CasNa podia inhibir la proliferacidon de células leucémicas WEHI-3 pero no
de mononucleadas normales y en el mejor de los casos inducir la proliferacién de las células sanas,

lo que nos acercaria un paso mas al antineoplasico ideal.

Las células leucémicas comparten muchas caracteristicas morfoldgicas con las células
hematopoyéticas sanas sin embargo, solo un patélogo experto puede identificar la presencia de
blastos en extendidos de médula ésea, lo cual ha sido por décadas la base del diagndstico de AML
en humanos (NCI, 2009; Robak et al., 2009; Vardiman, 2009). Con el advenimiento de la citometria
de flujo, la tipificacion de la leucemia por inmunofenotipo ha permitido modernizar el diagnéstico
e incluso, hacer predicciones y modificaciones al esquema de tratamiento (Jaso et al., 2014; Weng
et al.,, 2013), sin embargo, cuando las células carecen de un inmunofenotipo especifico o de
alteraciones cromosémicas que permitan su identificacion, es necesaria otra manera de
identificacion, por lo que la transfeccidn con un gen reportero es la mejor alternativa para rastrear

y cuantificar su presencia dentro de un sistema cerrado como es el cultivo celular (Bakhshandeh et

54



al., 2012). Es por ello que en este trabajo, nos planteamos desarrollar una estrategia de
identificacion de células leucémicas WEHI-3 en cocultivo con células mononucleadas normales de
médula ésea (CMN) para analizar si el CasNa, conservaba el efecto diferencial es decir, inhibir la

proliferacién de las células leucémicas WEHI-3 sin dafar a las células normales.

Dentro de la transferencia génica en células de mamiferos existen dos tipos de vectores (Armenta
et al., 2006). Los vectores virales ofrecen una forma atractiva de introducir ADN en las células
huésped con alta eficiencia, debido a sus capacidades de transferencia de genes y expresion
génica (Legorreta et al., 2012; Bergen et al., 2011); sin embargo también presentan desventajas
entre las cuales destacan el alto riesgo de mutagénesis por insercidon inespecifica, alta
inmunogenicidad y citotoxicidad (Asgharian et al., 2014; Legorreta et al., 2012; Bergen et al.,
2011). Por otro lado, en general los vectores no virales rinden una menor eficiencia de
transfeccion comparados con los vectores virales (Akita et al., 2011; Tros de llarduya et al., 2010).
Sin embargo dentro de este panorama los liposomas tienen varias caracteristicas que los hacen ser
atractivos como vectores para la transferencia de genes: no son inmunogénicos, no son téxicos,
pueden entregar multiples genes de cualquier tipo de acido nucleico (lineal o super enrollado), los
liposomas como transportadores de ADN pueden transfectar células que no se dividen (incluyendo
neuronas), mayor eficiencia, reproducibilidad y finalmente son relativamente sencillos de preparar
(Wang et al., 2013; Ramos et al., 2005; Murphy et al., 2001; Ibafiez et al., 1996), por lo anterior
para este trabajo se utilizé una transfeccion con lipofectamina como estrategia de transfeccion no

viral.

Las condiciones para transfectar una linea celular varian dependiendo de la misma (Bakhshandeh
et al., 2012) y son muchos los pardmetros que pueden afectar la eficiencia de la transferencia de
genes por lipofeccidn; entre ellos, la composicion de los liposomas, la correlacidn liposoma/ADN,
la concentracién del lipocomplejo, el protocolo de tratamiento de las células y el medio utilizado
para la transfeccién (Farago et al., 2008); tomado en cuenta estas variables se plantearon las
condiciones de transfeccion con la utilizacion del plasmido pEGFPC-1 el cual ha demostrado ser un
excelente vector dada su capacidad para generar transfecciones de alta intensidad de

fluorescencia (Genové et al.,2005).

Como primer punto nos preguntamos qué medio de cultivo era el mas adecuado para obtener una
alta eficiencia de transfeccidn usando lipofectamina. En la literatura se describe que la mayoria de

las lipofecciones se llevan a cabo, al menos en etapas tempranas del procedimiento, en medio
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libre de suero (Hawley-Nelson et al., 2008) dado que las proteinas séricas pueden interactuar con
las bicapas de la membrana de los liposomas desestabilizandolas, bloquear la asociacién del
lipocomplejo con las membranas celulares reduciendo su capacidad de agregacién a la membranas
o incluso, reducir la absorcion de las vesiculas endosomales (Wang, 2013; Vitiello et al., 1998), lo
gue se traduce en una baja eficiencia de transfeccién. Asi, el uso de un medio bajo en proteinas y
libre de suero como punto de partida de transfeccidon parecia ser la mejor opcién sin embargo, al
hacer una revision bibliografica, encontramos diversas opiniones sobre el tipo de medio que debia
usarse en transfecciones con lipofectamina; de acuerdo con el fabricante de este (Invitrogen-Life
Technologies, 2013) optiMeM (era el medio comercial especializado para transfeccion libre de
suero) o DMEM, pero Hawley-Nelson y colaboradores (2008) ademas del optiMEM sugieren la
utilizacion del medio propio de las células, aun cuando algunos aditivos contenidos en el medio
podian interferir con las cargas del lipocomplejo, en nuestro caso IMDM. Bajo esta premisa,
probamos los 3 medios sin y con diferentes proporciones de SFB puesto que el fabricante de
optiMEM (Gibco-Life Technologies, 2013) sugiere el uso de bajos porcentajes de SFB de asi

necesitarlo el cultivo celular.

Bajo nuestras condiciones experimentales, encontramos que la combinacidon de IMDM en ausencia
de SFB, tiene la mayor eficiencia de transfeccion (32.9% GFP+) en evaluaciones 72 h post-
transfeccion; estos resultados son similares a lo obtenido por Asgharian y colaboradores (2014),
en donde utilizando lipofectamina en la linea celular Hela (cdncer cérvico-uterino humano)
tuvieron una eficiencia de 31.66%; sin embargo ese resultado se contrapone a lo establecido por el
fabricante en donde las lineas celulares adherentes resultan con mayor eficiencia que las lineas
celulares en suspension (Invitrogen-Life Technologies, 2013). Por su parte, los resultados
obtenidos en optiMEM asi como de las muestras que al inicio de la transfeccidn tuvieron el mayor
porcentaje de SFB (0.3%) que mostraron baja a nula positividad a GFP, concuerdan con estudios
donde se muestra que células lipofectadas en presencia de suero, rinden una baja eficiencia de

transfeccion (Medina-Kauw et al., 2005).

De manera interesante, bajo nuestras condiciones experimentales la transfeccion no alterd las
propiedades morfoldgicas ni de cultivo de la linea celular leucémica WEHI-3, estos resultados
contrastan al estudio realizado por Bakhshandeh y colaboradores (2012) en donde muestran que
la transfeccién de células troncales mesenquimales de médula dsea y células de cordén umbilical

se acompafia de cambios morfoldgicos.
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La mayoria de los estudios donde se transfecta a células leucémicas con fines de identificacion, la
expresion del gen reportero se evalua a las 24h (Valeri et al., 2010) y como maximo a las 72h
(Bakhshandeh et al.,, 2012), considerando que un cocultivo de células WEHI-3 y CMN debia
permanecer al menos por 120h nos preguntamos si la seleccién con antibidtico podria
incrementar la eficiencia de expresiéon de GFP y el tiempo mdaximo en que las células portaban el
vector. Luego de seleccionar las células WEHI-3GFP por adicién de Geneticina (G418), fue posible
conseguir hasta un 99% de células positivas para el transgen GFP; otros estudios de transgénesis o
transferencia génica realizados sobre WEHI-3 muestran que aun empleando un vector viral no se
consiguen altos porcentajes de eficiencia como lo muestra Valeri y colaboradores (2010) con un
lentiviral 11.2% GFP+. De manera interesante, Garcia-Castro y colaboradores (2000) usando un
vector adenoviral consiguen 100% de células GFP+ mediante multiples infecciones con una
duracion de 12 dias de expresion, en contraste nuestros resultados muestran 90% de células
WEHI-3GFP por mds de 15 semanas post-transfeccion lo cual es poco comin en estudios de

lipofeccién, ya que no reportan mds de dos semanas post-transfeccion (Kosaka et al., 2010).

No obstante que las células WEHI-3 transfectadas permanecen positivas para GFP por un largo
periodo de tiempo, la expresidon del transgen es dependiente de la presencia del antibidtico, lo
cual sugiere que se trata de una transfecciéon transitoria (Kim et al., 2010; Hawley-Nelson et al.,
2008). Es conocido que las lineas celulares, en particular las células leucémicas expresan
mecanismos moleculares que las hacen resistentes a los procesos de transformacién genética
(Medina-Kauw et al., 2005). Por lo anterior, no es extrafio que en ausencia de la presion de
seleccidn con el antibidtico, las células WEHI-3 sean negativas para GFP. Seria interesante evaluar
la presencia del vector en células WEHI-3GFP mediante la busqueda de los genes Tn5 (gen que
otorga la resistencia a G418) y el gen EGFP (gen que otorga la expresién de la Proteina Verde
Fluorescente) ademas de conocer si dichos genes no sufrieron modificaciones epigenéticas que

modificaran su expresion.

Una vez seguros de poder identificar las células WEHI-3 mediante su positividad para GFP, las
cocultivamos con CMN en presencia y ausencia de CasNa y evaluamos por citometria de flujo, el
porcentaje de células verde fluorescentes. De manera notable, la presencia de CasNa redujo en
44% y 50% las células fluorescentes en cultivos WEHIGFP y CCGFP respectivamente lo que nos
sugiere una inhibicidn de la proliferacion de las células leucémicas en el cultivo individual pero mas

interesante aun, que el CasNa reduce el niumero de células WEHI-3GFP pero no de células
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hematopoyéticas normales en el CCGFP puesto que las evaluaciones de cristal violeta muestran

que la proliferacién del CC en presencia de CasNa es similar a la del CMN con CasNa.

Por otro lado, encontramos que la fluorescencia basal de cultivos de células WEHI-3 parentales y
CMN se incrementa en presencia de CasNa, de 0.9% a 2.9% en WEHI-3 parental y de 2.5% a 9.0%
en CMN. En este sentido, Aubin y colaboradores (1979) sugieren que un desplazamiento en la
region espectral fuera del rango de autoflorescencia puede ser debido a la nicotinamida adenina
dinucleotido (NADH) (ya que emite luz fluorescente en la gama de 420 a 480 nm) (Mayevsky &
Rogatsky, 2007). El NADH es un compuesto celular requerido para el crecimiento y es activamente
sintetizado por las células en proliferacion o metabdlicamente mas activas (Aubin et al., 1979), asi
considerando que CMN en presencia de CasNa incrementan tanto su proliferacion como actividad
metabdlica como mostramos en este estudio, existe la posibilidad de que el incremento en la
autofluorescencia sea debido a NADH. De manera interesante, se ha reportado que el NADH, no
solo esta involucrado en procesos de proliferacion sino también de muerte celular (Sdnchez &
Arboleda, 2008), pero cuando analizamos la integridad del material genético en cultivos de CMN
en presencia de CasNa no encontramos evidencias de fragmentacidon nucleosomal; por el contrario
tanto en WEHI-3GFP y CCGFP con CasNa observamos el patrdn caracteristico de fragmentacion del
DNA que es compatible con la induccién de apoptosis (Zhou et al., 2014; Lee et al., 2011). Seria
interesante evaluar en el futuro si en efecto, existe modulacién de la expresién de NADH que nos
permita explicar por un lado, el incremento en la fluorescencia de cultivo de CMN en presencia de
CasNa en ausencia de fragmentacién del DNA y por el otro, si existe relacién entre NADH vy la
induccion de apoptosis en células leucémicas cultivadas en presencia de CasNa. La fragmentacion
del ADN en el patron de bandeo conocido como “escalera” es la prueba contundente de induccion
de apoptosis, lo que es claro que ocurre en cultivos de WEHI-3GFP con CasNa pero desconocemos
el mecanismo molecular involucrado, seria interesante evaluar en el futuro la ruta de induccién de
apoptosis inducida por CasNa y si esta ruta es activada en las CMN pero no concluye hasta la

induccion de fragmentacion como se sabe puede ocurrir (Gao et al., 2002; Gautam et al., 2000).

Nuestros resultados nos permiten sugerir que son las células WEHI-3GFP quienes sufren la
fragmentacion del material genético no obstante, considerando el nivel de expresion de GFP en el
CCGFP después de 120 h en presencia de CasNa, existe la posibilidad de que persistan células
leucémicas WEHI-3GFP viables. Estos resultados concuerdan con un estudio reciente donde se

muestra que el CasNa prolonga la supervivencia en su modelo de leucemia in vivo, reduciendo las
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manifestaciones de enfermedad no obstante que persisten células en la médula dsea del ratodn,
con la capacidad de proliferar in vitro en ausencia de factores de crecimiento exégenos (Ledesma-
Martinez, 2013), lo que se considera como una evidencia de la presencia de células leucémicas en
la médula dsea (Gautam et al., 2000) Por lo anterior, seria interesante evaluar en el futuro si, CCs
qgue fueron expuestos a CasNa inducen el mismo cuadro de enfermedad que la linea parental
WEHI-3 cuando es inoculada en ratones inmunocompatibles BALB/c (Weng et al., 2013) o por el
contrario, las células WEHI-3 que persisten en el CC con CasNa, pierden su capacidad
leucemogénica, lo cual abriria la posibilidad del uso de CasNa para purgar in vitro de células

malignas una muestra de CMN con fines de trasplante autélogo.

Es conocido que los compuestos quimicos capaces de eliminar a las células cancerosas afectando
las vias de apoptosis son considerados prometedores anticancerigenos. Recientemente, al
eliminacion selectiva de las células de AML mediante la induccién de la apoptosis ha surgido como
una estrategia valiosa para la lucha contra la AML (Hsiao et al., 2014; Carter et al., 2012; Zhang et
al., 2012). Asi moléculas antileucémicas en uso clinico para tratar la AML tales como la antraciclina
la cual es 2.7 veces mas toxica sobre cultivos de células leucémicas que sobre progenitores
mielomonociticos in vivo (Valeri et al., 2010; Faujan et al., 2010;). Por otro lado, datos
bibliograficos reportan que moléculas en investigacién como el acido betulinico reduce la actividad
metabdlica de las células leucémicas, pero requiere concentraciones 10 veces mas altas para
lograr el mismo efecto sobre linfocitos humanos normales (Faujan et al., 2010), el resveratrol
induce apoptosis sobre lineas leucémicas y requiere 4 veces la concentracion de ICsq para causar
dafio sobre células sanas de MO de ratdn (Gautam et al., 2000; Gao et al.,2002), mientras que la
cucurmina induce apoptosis en mas del 80% de células CD34+ de pacientes con AML, mientras que
la misma concentracién es citotdxica en solo el 20% de las células normales (Wright et al., 2013).
Pero de nuestro conocimiento, hasta el momento no se ha descrito algin antileucémico que
induzca apoptosis en células leucémicas pero induzca la proliferacién de células hematopoyéticas
normales como lo hace el CasNa, una propiedad al parecer exclusiva de este, por lo que supera las
expectativas de cualquier anticancerigeno para el tratamiento de la AML, lo cual le da una ventaja

competitiva respecto a otras moléculas en investigacién.
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CONCLUSIONES

El CasNa inhibe la proliferacidn de las células leucémicas WEHI-3 tanto en CC como en el

cultivo individual, pero potencia la proliferacion de CMN.

El CC en presencia de CasNa, muestra similitudes en proliferacion y actividad metabdlica

respecto a cultivos individuales de CMN pero no de células leucémicas WEHI-3.

El CasNa induce apoptosis en las células leucémicas WEHI-3 y en CC, pero no en CMN.

El CasNa conserva la capacidad para bloquear la hematopoyesis leucémica y favorecer la

normal aun en un sistema de cultivo mixto.
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APENDICE I

Preparacién de reactivos y soluciones

Inactivacion de suero fetal bovino (SFB)

El SFB (Gibco, USA) se deja descongelar a temperatura ambiente, una vez descongelado se pasa a
un bafio maria a 57°C por 30 minutos; esto se hace para inactivar proteinas del complemento que
pueden interferir con el crecimiento celular. Finalmente se separa en alicuotas, para su mejor
manipulaciéon, conservandose a 4°C.

Solucion buffer de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisioldgicas estables durante periodos cortos.
La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los componentes son 8.0g
de cloruro de sodio (NaCl), 0.2g de cloruro de potasio (KCI) y 0.2g de fosfato didcido de potasio
(KH,PQ,); se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua milli-Q. Finalmente se ajusta el pH a 7.3
utilizando fosfato monoacido de sodio (Na,HPO,) y se afora a una volumen de 1000 mL. Esta
solucidn se esteriliza por medio de autoclave durante 20 min, la solucién se almacena a 4°C hasta
el momento de su uso.

Solucidn de glutaraldehido al 1.1%

Se utiliza para fijar a las células que seran evaluadas por la técnica de cristal violeta. Se toman
1.57mL de glutaraldehido (70% v/v) se le agrega 98.43 mL de agua milli-Q y se agita suavemente.
La solucién es fotoreactiva por lo tanto debe ser conservada en un frasco ambar en un lugar fresco
a temperatura ambiente hasta su uso.

Solucion cristal violeta 0.1%

El cristal violeta se utiliza para tefiir a las células fijadas al sustrato de la placa de 96 pozos, este
penetra la célula y se intercala en el ADN mediante interaccion de cargas ya que el ADN tiene
carga negativa y el cristal violeta tiene carga positiva. Se prepara al 0.1% en una solucién
amortiguadora de acido férmico 200mM pH 6, que se prepara al disolver 3.96g de NAOH a 4.28
mL de 4cido férmico. Una vez preparada esta solucion se adiciona 1g de cristal violeta y se afora a
500 mL con agua milli-Q. Finalmente la solucidn se almacena a temperatura ambiente hasta su
uso.
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Solucion dcido acético 10%
El 4cido acético se utiliza para diluir el colorante de las células y ser evaluadas en un lector de

placas. Para realizar 100 mL de ella, se toman 90 mL de agua milli-Q y se adicionan 10 mL de
acido acético.
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