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RESUMEN.

INTRODUCCION, La inflamacion es un mecanismo de defensa del organismo. Estd presente en varios
procesos fisitldgicos y fisiopatolégicos. Ei neutrofilo {(PMN) es importante en este proceso. El reclutamiento de
leucocitos es esencial para una inflamacion adecuada. EL PMN posee granulos que alfmacenan proteinasas
liberadas en 1a activacion celular. Estas enzimas causan dafio tisular en diversas patologias.

La trombospondina (TSP) es una proteina extracelular que modula la adhesion de algunas células, su
proliferacion y diferenciacién, Se sintetiza en el endotelio, epitelio, monocitos, macréfages y PMNs. Es una
proteina globular compuesta por un dominio N-terminal {(pm=30kDa}, seguido por repeticicnes tipo I, Il y 11
unidas a una regién globular grande C- terminal que une TSP a células o a otras proteinas.

Las células HL-60 son una linea promielocitica humana maligna que se diferencia en diversas células
mieloides. Se diferencian hasta PMNs mediante acide all-trans retinoico (ATRA). En este estudio, llevamos a
cabo pruebas de coagulacion y fibrinolisis utilizando células HL-60 diferenciadas o indiferenciadas.
PLANTEAMIENTO GENERAL. ;Cuil es el efecto de la TSP en las células HL-60 inducidas a la maduracién
mediante ATRA sobre la actividad de la EN expresada también sobre |1a membrana de estas células?
HIPOTESIS GENERAL. El aumento en la unién de TSP a la membrana de las células HL-60 inducidas a ia
maduracién mediante ATRA, disminuye la actividad de la EN sobre la membrana de estas células.

OBJETIVO GENERAL, Mediante |a maduracidn de las células HL-60 inducida mediante el ATRA, determinar et
efecto regulador de la TSP sobre {a actividad de la EN sobre 1a membrana de estas células.
MATERIAL Y METQDOS.

Este experimento biomédico basico incluyd cultivos celulares (viabilidad celular >98%, diferenciacién hasta
PMNs >90%). La variable independiente fue el tratamiento con ATRA y las dependientes fueron las reacciones
de coagulacion, la fibrinolisis dependiente de células y la actividad de EN en la membrana de las HL-60. Para
determinar el efecto de la TSP sobre las HL-60, utilizamos pruebas cromogénicas para las enzimas generadas.
De acuerdo al experimento, agregamos TSP, complejos enzimaticos, factores hemostaticos ¢ fibrinoliticos, olras
enzimas, inhibidores enzimaticos, etc. Para la activacion celular se utilizé fMLP. Los experimentos se leyeron
por la concentracién del sustrato cromogénico liberado en cada reaccion. Para establecer la presencia de FV o
plasmindgeno y su ruptura enzimatica, se realizd Western Blot,

RESULTADOS PRINCIPALES. B

1. Las HL-60 tienen aclividad de EN que disminuye cuando maduran con ATRA. {a EN de 1as HL-60
diferenciadas 0 no aumenta cuando las ¢élulas son aclivadas. La EN de las HL-60 diferenciadas o no disminuye
cuando las células se incuban con TSP. 2. La EN de las HL-60 adliva al FV y forma protrombinasa y trombina,
La maduracion de las HL-60 disminuye la activacion de FV y la formacion de protrombinasa y trombina. La
activacion de HL-60 incrementa la activacion de FV y la formacion de protrombinasa y trombina. La TSP
disminuye la activacion de FV y la formacion de proirombinasa y trombina al modular la EN. La modulacion de
EN no depende completamente de TSP. Un anticuerpo anti-TSP aumenta la activacion del FV y la formacion de
protrombinasa y trembina. 3. Las céluias HL-60 diferenciadas con ATRA poseen FV en su interior. 4, La EN de
tas HL-60 activa al plasminégeno, se forma plasmina y se acliva la fibrinolisis. La diferenciacion de las HL-60
disminuye la activacién del plasmindgeno, la formacion de plasmina y la activacion fibrinolitica. La activacion de
las HL-60 diferenciadas o no, incrementa {a activacion del plasminogeno, la formacién de plasmina y la
activacién fibrinolitica. La adicion de TSP disminuye la activacion del plasmindgeno y la formacion de plasmina.
Un anticuerpo anti-TSP inhibe la actividad de la TSP sobre la EN y aumenia ta activacion del plasmindgeno, la
formacion de plasmina y la aclivacion fibrinolitica,

CONCLUSIONES.

1. tas HL-80 expresan EN en su membrana que disminuye cuando la célula madura con ATRA quizd per
aumento en a unidén de TSP a la membrana. La EN disminuye si {as HL-60 son preincubadas con TSP. 2. La
modulacién de la EN en la membrana de las HL-60 no es total, aun si son preincubadas con TSP. Por lo tanto,
la modulacion de la EN por TSP en la membrana es eficiente pero incompleta. 3. Mediante un activader para
PMNSs se indujo la expresion maxima de EN y TSP de las HL-60. Aungque el comporiamiento de |la EN fue
similar al de las células no activadas, el incremento en la EN fue mayor indicando que la activacion celular
permite la expresion maxima de EN y TSP en la membrana. 4, La EN en la supericie de.las-HI-60-activaal FV
y genera trombina. La act-ivil_qd_(_!g_!j\_{_e_s,ﬁmﬂar.a-la-actividad'de'EN:—dlsminuye con ta maduracion por ATRA,
preincubando-con-TSP-0Con un inhibidor de EN. Sin embargo, la activacién del FV aumenta con la activacién
ceiular y con un anlicuerpo monocional anti-TSP. Asi, aumentar ia modulacidn de TSP aumenta la regulacion de
EN y viceversa. 5. Las HL-60 contienen FV. Este factor se activa y se comporta de manera similar al exogeno
cuando las células maduran, se activan, se incuban con TSP o sus inhibideres y con el inhibidor de la EN. 6.
Los estudios de fibrinolisis mostraron que {a EN activa al plaminogeno directamente dependiendo de la
activacion celular. La fibrinclisis disminuye significalivamente con la maduracion celular, 1a incubacion con TSP
o con un inhibidor de EN. La EN es importante en {a activacién de [a coagulacion.



ABSTRACT.

INTRODUCTION. nflammatory response is one of the main defense mechanisms. It is present in several
process both physiological and physiopathological. Neutrophil (PMN), plays a key role in this process. Leukocyte
recruitment is crucial te establish an appropriate inflammatory response. PMN has severat kinds of granules
which storage proteinases to be released upon cellular activation. These enzymes can also induce tissue
damage in several diseases.

Thrombospendin (TSP), is an extracellular protein that modulates adhesion of some cells as well as their
proliferation and differentiation. TSF is synthesized in endotelial and epithelial cells, monocytes, macrophages,
and PMNs. TSP is a globular protein with a N-teminal -domain (pm=30kDa), followed by type | Il and Iif
repetitions in contact with a large C- terminal giobular domain that binds cells or other proteins,

HL-60 cells is a matignant promyelocytic cell line which ¢a be differentiated to several myeloid committed cell
lines. Their differentiation up to PMNSs is possible with all-trans retinoic acid (ATRA). In this sludy, we performed
coagulation and fibrinolytic assays using these differentiated or undifferentiated HL-60 cells,

GENERAL APPROACH. ; What is the effect of TSP on the membrane of HL-60 cells induced to differentiation
with ATRA upon NE activity expressed also on the membrane of these cells?

GENERAL HYPQTHESIS. Rising the binding of TSP to the membrane of HL-60 cells induced to differentiation
with ATRA, diminishes NE aclivity on the membrane of these cells.

GENERAL OBJECTIVE. Through differentiation of HL-60 cells induced by ATRA, to determine the regulatory
effect of TSP on NE activity localized on the cell membrane of these cells,

MATERIAL Y METHODS. This study is a basic biomedical experiment which included cell cultures (cell viability
> 98%, at least > 90% PMN differentiation). Independent varable was cells treatment with ATRA while
dependeni variables were blood coagulation reactions, fibrinolytic activily, and the spontaneous NE activity. In
order to determine the effect of TSP bound to HL-60 cells, we performed chromogenic assays for the enzymes
generated. According to the nature of the experiment, purified TSP, enzymatic complexes or hemostalic or
fibrinolytic factors, were added. In order to activate the cells, fMLP was added. Readings were done based on
the concentration of the chromogenic substrate released in each reaction. To establish the presence of FV or
ptasminogen in the cell superatant and its enzymatic cleavage, a Western Blot was performed.

MAIN RESULTS.

1. HL-50 ceils express NE aclivity but this activity diminishes after cell differentiation with ATRA, NE activity in
differentiated or undifferentiated HL-60 cells rises after cell activation. NE activity in both differentiated and
undifferentiated HL-60 cells diminishes after cell incubation in the presence of TSP. 2. NE on HL-60 cells
activales FV, forming a prothrombinase complex and thrombin. Differentiation of HL-60 celis drops all these
parameters. Activation of HL-60 cells rises activation of FV and the expression of prothrombinase complex and
thrombin. Addition of TSP diminishes FV aclivation and the consequent prothrombinase complex and thrombin.
Modulation of NE does not totally depends on TSP. A anti-TSP antibody rises FV aclivation and prothrombin
compiex and thrombin expression. 3. Differentiated HL-60 cells have FV in their cytosol. 4. NE of HL-60 cells
activates plasminogen, plasmin is formed and a activation of fibrinolysis occurs. HL-60 differentiation drops
plasminogen activation, plasmin formation, and fibrinclysis activation. Activation of differentiated or
undifferentiated HL-60 cells increments activation of plasminogen, generation of plasmin, and fibrinolysis.
Addition of TSP, diminishes all these variables due to a modulatory effect on NE activity. A anti-TSP antibody
rises plasminogen activation, plasmin generation and fibrinolysis activation.

CONCLUSIONS.

1. HL-60 cells express NE aclivity on their membrane. This activity drops after cell differentiation as a
consequence of a rise in TSP binding o the cell membrane. Furthermare, NE activity diminishes if HL-60 cells
are preincubated with TSP. 2. Modulation of the NE activity on HL-60 cells is not complete, even if the cells are
preincubated with TSP. Therefore, modulation of NE activity by TSP on the cell membrane is efficient but
incomplete. 3. Using a specific PMNs activator, a maximal expression of NE and TSP was induced on the HL-60
cells. The pattern of NE activity was simifar to that found in unactivated cells but the increment in NE activity was
higher indicating that cell activation allows the maximal expression of NE and TSP on the membrane. 4. NE
activity on HL-60 cells activates FV generating thrombin. FV activation is similar to NE activation pattern in the
system: it drops after cell differentiation, after incubation with TSP, and in the presence of a NE inhibitor,
However, FV activation rises with cell activation and in the presence of a anti-TSP antibody. Therefore, every
fse in TSP modulatory activity has a subsequent increment in the regulatory effect on NE activity and vice versa.
5. HL-80 cells contain FV. FV is activated and has a pattem of aclivity resembling the exogenous FV after celi
differentiation or after incubation with TSP and its inhibitors and with a NE inhibitor. 6. Results of fibrinolysis
assays shown that NE activates plasminogen directly depending on cell activation. Fibrinolysis significantly
disminishes after cell differentiation, TSP incubation or in the presence of a specific NE inhibitor. NE has an
important role in the activation of blood coagulation in a cell modet that resembles the inflammatory system.
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ANTECEDENTES.

La respuesta inflamatoria es uno de los principales mecanismos de defensa del organismo
{1). La inflamacion representa el punto de convergencia de numerosos procesos fisiologicos
(coagulacion, respuesta hemodinamica cardiovascular e inmunidad){2,3), y fisiopatologicos
{autoinmunidad, sepsis, aterogénesis, fenomeno isquemia reperfusion, coagulacidn
intravascular diseminada, atc.){4,5). Los esludios iniciales acerca de la respuesta inflamatoria
fueron realizados desde 1889 por Conheim, quien describid que el elemento responsable de
dicho proceso era el endotelio(8). Desde entonces, el fendmeno ha sido motivo de extensas
investigaciones, Posteoriormente, se demostrd la existencia de otros elementos de
participacion activa, los cuales, fuercn ya descritos en 1894 cuando se concibid al fenomeno

inflamatoric como resuitado de la interaccion entre endotelic y células, siendo éstas

principalmente plaquetas y leucocitos(7). -

El fenémeno inflamatorio tiene diversos componentes. Uno muy importante es el celular por
su capacidad de amplificacidn y mantenimiento de 1a reaccion(8). Los delalles precisos por
los cuales la célula interactua con la superficie endotelial y migra desde la sangre, son motivo
de investigacion desde hace mucho tiempo. Hoy sabemos que la célula mas importante es el
neutréfilo (PMN), debido a su gran capacidad proteolitica la cual depende de las enzimas
contenidas en sus granulos, de sus caracteristicas adhesivas y migratorias (lo que le permite
entrar y abandonar facilmente el sitic de reaccién inflamatoria), y de capacidad para unirse e
interactuar con plaquetas, linfocitos y células endoteliales, Estos dos dltimos efectos permiten

al PMN modular la funcion de estas Gltimas células(8}.

El proceso de migracidén leucocitaria ha sido ampliamente estudiado en los Uitimos anos(9).
En la actualidad se describe como una cascada de eventos que permiten al leucocito {legar al

sitic de inflamacion. Los pasos de esta cascada fisiopatolégica son la activacion, el
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rodamiento leucocito-endotelio, la adhesion al endotelio y la migracidn transendotelial(10,11).
La activacion ocurre por el concurso de diversas moléculas incluyendo factores de
crecimiento, citocinas, leucotrieno B4, factor activador de plaguetas, factor de necrosis
tumoral y quimioatrayentes que son liberados en el sitio de lesion vascular o de dafo tisular y
que facilitan el reclutamiento de monocitos y PMNs desde la circulacion, promoviendo la
adhesion yl/o migracion del PMN(12,13). Existe evidencia que indica que las proteinas de la
matriz extracelular {(MEC), son muy importantes en este proceso({14). Se sabe que los
monocitos y PMNs se acumulan en dreas de gran concentracion de proteinas de la MEC y

que estas proteinas potencializan y promueven la fagocitosis(15).

Existe una interaccion fisioldgica continua entre los PMNs vy la pared vascular. A este nivel,
aproximadamente, un 10% del total de los PMNs que se encuentran en reserva, migra cada
hora desde la corriente sanguinea hacia el espacio extravascular mediante adherencia y
: diapédesis a través del endotelio(16). Por otra parte, también existe una interaccion dinamica
entre endotelic y PMNs en la reserva marginal no circulante. Esta reserva puede ser
movilizada rapidamente hacia la reserva circulante mediante un estimulo efectivo como
puede ser el ejercicio o la epinefrina. Se ha demostrado que, en condiciones fisiologicas, los
PMNs parecen rodar a lo largo del vaso sanguineo en una corriente marginal pero que en
algunas ocasiones quedan firmemente adheridos para lo cual se requiere la expresion de
una serie de moléculas de adhesion altamente especificas y de sus ligandos respectivos(17).
Las interacciones fisiclogicas entre el PMN circulante y el endotelio vascular se alteran
dramaticamente durante la inflamacién aguda existiendo un incremento en la adhesion del
leucocito a la pared endotelial. Esto modifica el balance hemostatico ya que se activa la
coagulacion dependiente de leucocitos como se ha demostrado en varios procesos inmuno-

inflamatorios(18).

3
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Los leucocitos tienen un papel crucial en el inicio y progresion de las enfermedades
vasculares(19). Este proceso tiene la marca de una respuesta inflamatoria local,
caracterizada por un incremento de la adhesion al endotelio con liberacion temprana de
citocinas inflamatorias. El evento culmina con la migracién transendotelial del leucocito y su

acumulacion en la capa intima de vaso{20).

Como se menciond antes, existen diversos procesos fisiopatologicos en los que confluyen
los procesos de inflamacion, coagulacion y fibrinolisis debido al contenido enzimatico del
PMN. La coagulacion dependiente del leucocito puede contribuir directamente en ia
fisiopatologia de la respuesta inflamatoria. Este fenémeno ha side estudiado por mas de dos
décadas desde las observaciones de Colvin sobre el papel del depésito de fibrina en ta
respuesta inmunitaria{21). El PMN inactivo conliene en sus granulos diversas enzimas
proteoliticas entre ellas elastasa del neutrdfilo (EN), catepsina G, catalasa y activadores del
ptasmindgeno las cuales, en conjunto con los radicales liberados del PMN activado, tienen un
papel importante no sélo en la limitacion de la infeccién bacteriana, sinoc también en la
destruccion tisular caracterislica de algunas enfermedades como enfisema pulmonar,

sindrome de distrés respiratorio del adulto y artritis reumatoide(22,23),

En condiciones normales ia EN se produce y almacena en el PMN, Sin embargo, después
de la activacion de esta célula, la EN aparece libre en el plasma{24). Luego de activarse, el
co_r_nenido de los granulos del PMN se vierte al medio externo o queda unido a la membrana
de la misma célula, sitic donde estas enzimas realizan la mayor parte de sus funciones, La
EN es una enzima de gran capacidad proteolitica que actia sobre multiples substratos
proteicos incluyendo algunos factores de la coagulacion como e! factor von Witlebrand, factor
V, fibrinégeno y plasmindgenc(25). Esta activacion indirecta del sistema hemostatico permite

la aparicion de una coagulopatia y/o fibrinolisis de diversa intensidad que se asocia con la
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mayoria de los estados fisiopatoiogicos en los que existe inflamacion y activacion extensa del

PMN(26) (Fig. 1).

Protrombina P Trombina

Ca++
Fosfolipidos
FXa

FVa Fibrindgeno

Fibrina
FV Plasminogeno - Plasmina

EN PDFs

Fig. 1. Activacion de la protrombina hasta trombina por medio del compiejo de protrombinasa (Ca™" | fosfolipidos,
FXa y FVa) y de la fibrinolisis a partir de plasmina (PDFs: produclos de degradacion del fibrindgenoffibrina).

Aunque fas moléculas de adhesion (integrinas) son primerdiales en la adhesion celular,
- existen olros mecanisrnos alternos que tambien son importantes. Estos mecanismos
dependen de las proteinas de fa MEC, la cual esta constituida por fibronectina, colageno,
vitronectina y trombospondina (TSP). La TSP1 o plaquetaria, se denomina asi porque fue en
la plaqueta donde se aislé por primera vez. Posteriormente, se demosird que se sintetiza
también en las células endoteliales, queratinocitos, células de la glia, megacariccitos,
neumocitos, células musculares lisas, PMNs y en los monocito/macrofagos(27). Se trata de
una proteina globular homotrimérica{28,29) En el trimero, las moléculas de TSP estan
unidas mediante puentes disulfuro localizados en la regién N-terminal (Fig. 2). Cada molécula
de TSP se compone de un dominio globular pequeio N-terminal de 30 kDa que se une a la
heparina en su dominio de union a la heparina (HBD); un dominio C-terminal de 80 kDa gue

se une a diversas células; y un dominio de 70 kDa (TSP-70) que une a los dos precedentes

{Fig. 2}. La TSP-70 se compone a su vez de 3 repeticiones tipo | y I} y 12 repeticiones tipo Il
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que unen calcio a la molécula{30} (Fig 3). La TSP puede proteolizarse con trombina
resultando dos fragmentos: el HBD y otro de 150 kDa que se mantiene como homotrimero ya
que los puentes disulfuro se mantiene intactos (TSP-450} (Fig. 2). A su vez, la TSP-450
puede proteolizarse con quimotripsina produciéndose los fragmentos de 80 y 70 kDa antes

referidos(31,32) (Fig. 3).

La TSP es una proteina muitifuncional involucrada en adhesién celular, metastasis,
inflamacién, quimiotaxis, migracion, proliferacion ceiular, crecimiento y diferenciacion, entre
otras funciones(33-36). Estas funciones son posibles debido a gue contiene multiples
dominios con capacidad de unién a células como plaquetas, PMNs, monocitos, fibroblastos y
celulas malignas(37,38), a otras moléculas fibrindgeno, plasmindgeno, fibronectina,
colageno(39-41); o por su capacidad para inhibir a algunas enzimas como la plasmina o la
catepsina G(42,43). A este respecto y de importancia capital para el presente trabajo, la TSP

inhibe competitiva e irreversiblemente a la EN y a la plasmina(44,45).

Fig. 2. El homotrimero de TSP. PC: region similar

al procolageno, |: repeticiones tipo 1, 1l repeticiones tipo |1, HI: repeticiones tipo Il {regidn de unidn al calcio).
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TSP450

v Y

A TSP-70 II[! ( )
trombina

Fig. 3. Protedlisis de la molécula de TSP mediante trombina y quimotripsina.

El PMN expresa en su superficie dos receptores para la TSP(46). Unc de ellos reconoce
una regién localizada en e! fragmento HBD de la molécula que tiene una secuencia que
también reconoce la heparina. Por lo tanto, esta region de union al PMN puede ser inhibida
con heparina en el laboratorio. El segundo receptor para TSP en |la superficie del PMN
reconoce una secuencia localizada en la TSP-70(47), la cual no es inhibida con heparina

pero es caicio dependiente y, por lo tanto, puede ser inhibida si la TSP se incuba con EDTA.

La linea celular humana promielocitica maligna HL-60 es una variedad progenitora de
PMNs, Estas ceélulas presentan activadores del plasmindgeno y expresan EN sobre su
membrana o que le permite tener una participacion importante en el desarrollo del sistema
de coagulacion y actividad fibrinolitica(47). Las HL-60 se diferencian hacia diversos tipos
celulares hematologicos dependiendo del estimuio al que es sometida. Asi, la estimulacion
cont dimetilsulféxido (DSMO) o acido transretinoico (ATRA) las convierte en PMNs(48),
mientras que la estimulacién con monocacetate de porbol {(PMA) las diferencia hasta

monocitos(49),

El acido transretinoico es un derivado de la vitamina A con efeclos potentes sobre
desarrollo y diferenciacion(50). Se han identificado como miembros de la familia de

receptores nucleares para el acido transretinoico los grupos RAR y RXR y sus respectivas

i



isoformas «, B, y, sirviendo también como receptores para vitamina D3, hormonas tiroideas
y esteroides (51,52). Los receptores RARs se unen al all trans acido retinoico y al 9-cis acido
retindico, mientras que los RXRs se unen s6lo al 9-cis acido retinoico. Las alteraciones en los
receptores del acido retindico han sido asociadas con neoplasias, carcinoma hepatocelular y
leucemia promielocitica aguda. El acido Iransretincico se une a las proteinas CRABPI vy
CRABPII (citosolic celular retinoic acid binding protein) y es transportado al nucleo celular

para unirse a los grupos de receptores RAR y RXR(52).

Las HL-60 expresan unicamente el receptor para el HBD no asi el localizado en la TSP-70.
Sin embargo, el tratamiento de las HL-80 con ATRA induce no sdlo la diferenciacién de esta
célula hacia PMN, sino también la expresién de ambos receptores para la TSP produciendo
con este un incremente en el nimerc de moléculas de TSP unidas sobre la membrana del
PMN. Ademas, 1a expresion del segundo receptor permite una mayor adherencia de HL-60 a
una superficie cubierta con TSP(51), lo que implica que la regién responsable de la
adherencia de PMNs mediada por TSP puede localizarse en {a TSP-450.
_Maivaciém%

de la

coagulacion

ATRA

- diferenciacion *

Pg PI—> “ﬁ:ﬁ:‘é“%ﬁ%

fibrinolisis

¥ =TSP1 A\ = EN, = plasmina

Fig. 4. Efecto del ATRA sobre la fisiologia de |a célula HL-60 en relacién a la activacion de la hemostasia y la

fibrinolisis.
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Ei objetivo de este estudio fue, utilizando un modelo celutar, determinar el pape! de la TSP
en la regulacion de la actividad de la EN y su consecuente impacto sobre los sistemas de
coagulacion y fibrinolisis (Fig. 4). Para esto, manipulamos el modelo celular (¢células HL-80),
mediante su tratamiento con ATRA con el objeto de inducir la expresion celular de los
receptores necesarios para una adecuada funcion de la TSP y evaluar mejor su efecto

regulatorio sobre la EN.



JUSTIFICACION.

El fenémeno inflamatorio juega un papel esencial en una gran variedad de procesos tanto
fisiologicos (inmunidad, coagulacion), como fisiopatologicos (fendmeno isquemia-reperfusién,
metastasis, aterogénesis, autoinmunidad y sepsis). El PMN por su gran capacidad adhesiva,

proteclitica y migratoria tiene un pape! central en el componente celular inflamatorio agudo.

Se sabe que tanto la activacion excesiva del PMN como la disfuncién de los sistemas de
coagulacion y fibrinolisis tienen una estrecha relacién en el fendomeno inflamatorio. £l PMN
contiene en sus granulos enzimas que tienen una amplia participacion en el fenémeno
inflamatorio al actuar sobre diversos substratos entre ellos factores de coagulacion y
proteinas con actividad fibrinolitica. La TSP, una proteina que también se encuentra dentro

de los granulos de los PMNs, inhibe irreversiblemente a la EN .

El conocimiento de las bases moleculares del reclutamiento celular y de la regulacion de
los sistemas de coagulacion y fibrinolisis que ocurren en la respuesta inflamatoria es
fundamental para el desarrollo de estrategias encaminadas a controlar el dafio tisular
asociados con eventos inflamatorios generalizados. Ya gque la EN es una enzima muy
importante en la fisiclogia del PMN por su gran capacidad proteolilica, es importante

- determinar como se lieva a cabo la regulacion de su actividad. La TSP es un inhibidor directo
de la EN, por lo tanto, la relacidn existente entre ambas proteinas en la membrana del PMN
. puede ser crucial para el entendimiento de la fisiopatologia del PMN. Las celulas malignas
promielociticas humanas HL-60 proveen un medelo celular experimental que nos permite
estudiar la expresion de receptores mediante su diferenciacion con ATRA, analizar las
interacciones entre TSP-PMN-EN y conocer la funcién de esle complejo como un probable
mecanismo que intervenga indirectamente en las reacciones de coagulacion y fibrinolisis en

la respuesta inflamatoria.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

,Cual es el efecto de la TSP en la membrana de las células HL-60 inducidas a la
maduracion mediante ATRA sobre la actividad de la EN expresada también sobre la

membrana de estas células?
PREGUNTAS ESPECIFICAS.

¢Como es regulada la actividad de la EN por la TSP unida a ia membrana de las HL-60

antes y después de ser tratadas con ATRA?

+Como se modifica la activacion de las reacciones de coagulacion dependiente de la EN

por la TSP unida a la membrana de las HL-60 antes y después de ser tratadas con ATRA?

¢, Coémo se modifica fa activacion de la fibrinclisis dependiente de EN por ia TSP unida a la

membrana de las HL-60 antes y después de ser tratadas con ATRA?



HIPOTESIS,

HIPOTESIS GENERAL.

El aumento en la union de TSP a la membrana de las células HL-60 inducidas a la
maduracion mediante ATRA, disminuye la actividad de la EN sobre la membrana de estas

celulas.
HIPOTESIS ESPECIFICAS.

Al incrementar el nimero de moléculas de TSP unidas a la membrana de las HL-60, la

maduracion celular inducida por el ATRA disminuye ia actividad de la EN,

Al incrementar el numero de moléculas de TSP unido a la membrana de las HL-60, |a
maduracion celutar inducida por el ATRA disminuye la activacion de ias reacciones de

coaguiacién dependiente de la EN.

Al incrementar el nimero de moféculas de TSP unido a la membrana de las HL-60, la
maduracion celular inducida por el ATRA disminuye la activacion de la fibrinolisis

dependiente de la EN.



OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

En células HL-60 con maduracion inducida por ATRA, determinar el efecto regulador de la

TSP sobre la actividad de la EN sobre la membrana de estas céiulas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la capacidad de la TSP unida a la membrana de las HL-60 para regular la

actividad de ia EN.

Determinar la capacidad de la TSP unida a la membrana de las HL-80 para regular la

activacién de las reacciones de coagulacion dependiente de la EN.

Determinar la capacidad de la TSP unida a-la membrana de las HL-60 para regular la

activacion de la fibrinolisis dependiente de la EN.



MATERIAL Y METODOS.

A. LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIC.
The Sol Sherry Thrombosis Research Center, Laboratory of Pathology and Laboratory

Medicine, Temple University, Philadelphia, PA.
B. UNIVERSQ DE ESTUDIO.
Células HL-60, tratadas y no tratadas con ATRA,
C. TIPO DE ESTUDIO.
Basico. Experimento biomédico,
D. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA.
Se incluyeron cultivos que reunieran los siguientes criterios:
+ \Viabilidad celular > 98%
+ Edad de las cepas celulares no mayor de 5 recambios del medio de cultivo.
» Diferenciacion hasta PMNs > 90%.
+ Contaminacién del cultivo celular.
» Se excluyeron los cultivos contaminados durante los ensayos,
E. TAMANO DE MUESTRA.

Por ser un estudic experimental basico no requiere determinacion del tamafo de muestra.
Cada mililitro de cultivo celular contiene 1x10° células y cada ensayo se repitio 5 veces.
E VARIABLES.
=1. Independiente.

v Tratamiento con ATRA. Categorias: células HL-60, con y sin tratamiento.



F2. Dependientes.

* Actividad espontanea de EN sobre la membrana de [as HL-60.

» Reacciones de coaguiacion dependiente de células en la membrana de las HL-60.
* Actividad fibrinclitica dependiente de células en la membrana de las HL-&0.

G. DESCRIPCION QOPERACIONAL DE LAS VARIABLES.

Tratamiento con ATRA. Adicion al medio de cultivo celular de ATRA en una concentracion

final de 1 uM.
Células HL-60. Linea celular promielocitica humana.

Células HL-60 diferenciadas con ATRA. Linea celular promielocitica tratada con 1M de

ATRA por 72 h con un 80% de diferenciacion hacia neutréfilos,

Coagulacién. Cantidad de sustrato especifico $-2238 hidrolizado, el cual es directamente
proporcional a !a formacién de trombina generada. Medido en una escala variable continua:

1M de S-2238.

Fibrinolisis. Cantidad de sustrato especifico $-2251 hidrolizado, el cual es directamente

proporcional a la formacion de plasmina formada, Medido en una escala variable continua:
uM de S-2251.

Aclividad enzimatica de la EN. Capacidad de la enzima EN de actuar sobre su sustrato

cromogenico especifico S-2484. medido en una escata vanable continua: pM de S$-2484.

H. PROCEDIMIENTOS.
H.1. Material.
Los factores Il, V, Vil, X y Xa asi como la TSP y la EN purificados se obtuvieron de

Haematologic Technologics (Maracato, VA). El activador tisular del plasmindgeno se obtuvo

IR
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de Kabi Vittrum (Estocolmo, Suecia). El anticuerpo monoclonal murino anti-TSP humana y el
anticuerpas policlonal murino anti-plasmindégeno humano se obtuvieron de Life Technologies
(New York, NY), mientras que el anticuerpo menoclenal muring anti-FV humane se obtuvo de
Sigma Chemical (St. Louis, MO.). El Eglin fue una donacion del doctor E. Shapiro del
Laboratoric de Trombosis y Hemostasia de la Universidad de Pensilvania. Los buifers
HEPES y Hank's se obtuvieron de Gibco BRL (Grand Island, NY). Los reactivos y materiales
para la electroforesis de proteinas y transferencia para los estudios de Western Blot tales
como geles de poliacrilamida, estandares para pesos moleculares y buffers, se obtuvieron de
Bio-Rad inc {Hercules, CA). Se utilizd un equipo para electroforesis de proteinas Mini-
PROTEAN Il y un equipo Trans-Blot SD para |a transferencia electroforética de proteinas con
tecnica semi-seca, ambos de la marca Bio-Rad Inc (Hercules, CA). E! cloruro de calcio, el
acido acético glacial y el fMLP se obtuvieron de SIGMA-Chemical (St. Louis, MO). Los
substratos cromogénicos especificos péra la trombina ($-2238) y para la plasmina ($-2251),
se obtuvieron de Chromogenix (West Chester, OH). El material desechable para el cultivo
celular como pipetas de 2, 5y 10 ml, frascos de plastico estéril para cultivo celutar con tapa y
membrana ventilatoria de 25 y 75 cm?, y los microplatos de cultivo de 6 posos, se obtuvieron
de Falcon (Fisher Scientific, Paio Alto, CA). El ATRA (pm = 300 KDa} {Sigma-Chemical, St.
Louis, MO), se prepard como sclucidn patron adicionando 3um de ATRA en 10 ml de etanol
at 100% y se almacend a —20° por un periodo no mayor a 7 dias. Las alicuotas de 1ml se
colocaron en tubos Eppendorf y se cubrieron con papel aluminio para su proteccion de la luz
y evitar cambios continuos de temperatura.
H.2. Células. .

Se utilizo 1a linea celular promielocitica humana HL-60 que se obtuvo de American Type

Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD). Las células fueron cultivadas en frascos con
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medio de cultivo celular RPMI 1640 enriquecido con L-glutamina y suplementado al 10% con
suero fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island, NY}, y 1 ml de gentamicina {50mg/ml) (Gibco
BRL, Grand tsland, NY). La viabilidad celular fue evaluada mediante el uso del colorante azul
de triphan el cual tiene afinidad por las proteinas de membrana celular. Las células tefidas
de color azul fueron excluidas ya que esto es indicativo de muerte celular debido a que el
colorante penetrd al interior de la céluia. El procedimiento de conteo celular se llevd a cabo
obteniendo 1 mi de cultivo celular en un tubo conico estéril de plastico. Posteriormente, 50 pl
de la muestra fue transferida a un segundo tubo de las mismas caracteristicas y se adiciond
la misma cantidad de azul de trifan. Diez pl de la muestra se colocaron en una camara para
conteo celular (hemocitdmetra), contando un total de 200 células utilizando un microscopio
de luz. El conteo se realizd en los cuadrantes superior e inferior externos y la cuenta totat de
células se dividid entre 4 (nimero de cuadrantes contados). Se obtuvo el promedioc de cada
una de las cuentas y el resultado se multiplicd por 2 debido a que a la muestra celular se le
adiciono el mismo volumen de azui de trifan (factor de dilucidon = 2). Se obtuvo asi la
concentracién celular (X10° células/mL), la cual fue manipulada al final con la adicion de
medio de cultivo para abtener la concentracidn celular adecuada en 1035 experimentos.

H.3. Preparacidn de las células para cultive. Siembra primaria y resiembras.

Para descongelar las células cuando llegan de la casa productora, suspendidas en 1.5 ml
de medio de criopreservacion que cantiene DMSO, fueron colocadas por un lapso de 2h a
-20°C y luego fueron transferidas a un refrigerador a -4°C por un tiempo similar al anterior.
Posteriormente, las células se colocaron a 37°C en bafic Maria por 5 min (tiempo suficiente
para ver el descongelamiento de la suspensién). El tapdn se limpid con etanol y se retird. Se
pipeted repetidas veces el contenido del tubo con una pipeta de plastico estéril para

recuperar todas las células adheridas a la pared del tubo. Esta siembra primaria se deposito
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en 9 mL de medio de cultivo fresco y se guardd en ia incubadora de CO; al 5% y a 37°C por
un periodo de 24 a 4B h. Al final de este periodo, la muestra se colectd nuevamente, se
centrifugd y se depositd en medio de cultivo fresco que ya no contiene DMSO. Esta
preparacidon o siembra secundaria, se incubd por 4 dias. Posteriormente, 1ml de la
suspension conteniendo 1X10° células/mi se transfirid a un frasco de plastico estéril de 25
cm? para que comenzaran las divisiones necesarias. Todos los procedimientos descritos se
realizaron bajo técnica estéril utilizande una campana de flujo laminar (Fisher Scientific, Palo

Alto, CA),
H.4. Preparacién del medio de cultivo.

En un frasco de 500mi para cultive celular se adiciond RPMI enriquecido con L-glutamina y
suplementado al 10% con suero fetal bovino y 1 ml de gentamicina (50mg/ml}, mezclandose
con movimientos circulares. El procedimiento de preparacion se realizo bajo técnica estéril,
Los frascos con el medio se almacenaron a 4°C para su conservacion. Cuando el medio era
requerido, ios frascos se descongelaron por 30 min a 37°C en bafo Maria antes de su uso.
Una vez preparado el medio de cultivo se dividié en alicuotas y fue guardado en tubos
conicos estériles de plastico. Se conserva por un tiempo no mayor de 15 dias para evitar su
contaminacion.

H.5. Diferenciacién celular.

Posterior a la resiembra y una vez obtenido el crecimiento adecuado, se procedité a
diferenciar las células mediante e] ATRA. Para los estudios de diferenciacion celular, 1 x 10°
células/iml se colocaron en microplatos de 6 posos en presencia ATRA a una concentracion
final 1 uM. De un frasco de cultivo colocado en {a incubadora se tomaron las muestras para
realizar el conteo celular. Se verificaba la cantidad celular requerida (X10° células/ml)

mediante azul de trifan (ver antes). Se adicionaron entonces 10ul de solucion patrén de
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ATRA (10mM) obteniéndose una concentracion final de 1um de ATRA y 0.1 de etanol al
100% en los 10ml de cultive que contenia el frasco de cultive. El frasco se colocd
nuevamente en la incubadora y a las 72 h se obtuve 1 m! de las celulas tratadas con ATRA
para conteo celular. Ademas del conteo celular, se realizaba frotis para tincion de Wright para
conteo diferencial en 200 células. Una vez obtenidas las cifras requeridas (38% de viabilidad
y 1X10° céiulas/ml), asi como una cuenta diferencial adecuada (95% de neutrdfilos), se
tomaron 35 pl de la muestra para los experimentos.

H.6. Estudios enzimaticos.

Para determinar el efecto de la TSP unida a la membrana de las HL-60, antes y después
de ser tratadas con ATRA, sobre la fisiologia de los sistemas hemostatico y fibrinolitico,
utilizamos principaimente pruebas enzimaticas. Ya que los sistemas hemostatico y
fibrinolitico son esencialmente enzimaticos, utilizamos cromogenos especificos para cada
una de las enzimas generadas al final de las reacciones. El sistema experimental
fundamental siempre consistié de 1 x 10°% células HL-60, antes y después de fa induccion de
su maduracién con ATRA y, debido a la dependencia fisioldgica de la TSP por el calcio, a
todos los experimentos adicionamos 50 pi de CaCl; (concentracion final 30 mM). El volumen
final de la reaccién siempre se aford a 300 pl con buffer de Hank's o con buffer HEPES
{para los estudios de fibrinolisis). Cuando era necesario saturar los receptores para TSP en
la superficie de |as células HL-60, al sistema se le adiciond TSP purificada (9.8 mM). De
acuerdo al lipo de reacciéon esludiada, se afadia el complejo enzimatico o los factores
hemostaticos o fibrinoliticos necesarios para llevar a cabo las reacciones. Las reacciones se
incubaron a 37 °C por 5 min y, posteriormente, procesamos las reacciones necesarias para
cada experimento adicionando substratos cromogénicos, otras enzimas e inhibidores

enzimaticos. Para inhibir el efecto de la EN, se utilizé Eglin (4.4 nM), un inhibidor especifico
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de la EN. Las reacciones enzimaticas finales se detuvieron adicionando 50 pl de acido
acético glacial al 50% (vol:vol, agua bidestilada) a diferentes imtervalos. Las lecturas de los
experimentos, dependientes de la concentracién del sustrato cromogeénico liberado en cada
reaccion, se hicieron en un lector de platos de ELISA a 405 nm. Los resultados se
expresaron en promedio + 108 nM del substrato cromogénico {iberado en base a curvas de
calibracion especificas para cada enzima.

Cuando se queria establecer el efecto de las diversas enzimas sobre la membrana celular
activada, utilizamos un aclivador especifico de la linea granulocitica, fMLP (10 nM}, el cual se
incubo con las células HL-B0 antes de la adicion de los reaclivos especificos.

Para determinar el efecto de la EN sobre la activacion del FV, utilizamos el sobrenadante
de células HL-60 encubadas con FV el cual luego se llevd a un tubo en el que se ensambié el
complejo de protrombinasa. Para llevar a cabo esto fisicldgicamente, creamos en el sistema
un complejo protrombinasa agregando FXa 5 nM, Fll 1.4 uM, vesiculas de fosfolipidos SnM y
FV 43 nM, en presencia de CaCt; 30 mM. Luego de 5 min de incubacion, se obtenian 100 pl
de la mezcla y se adicionaban 150 pl del substrato cromogénico S-2238 (sustralo
cromogénico especifico para la trombina). Finalmente, para determinar la especificidad del
efecto de una proteina en especifico, utilizamos anticuerpos monoclonales especificos contra

dicha proteina: anti-TSP humana (1 uM}, anti-FV humano o anti-plasminégeno humano.

Para determinar 12 actividad fibrinolitica en las células HL-60, llevamos a cabo estudios de
fibrinolisis enzimatica utilizando, practicamente, la metodologia descrita para los estudios de
coagulacién con algunos cambios leves. Empleamos plasmindgenc 2 yM y el sustrato
cromogénico 5-2251. Las reacciones se incubaron por 15 min a 37 °C en presencia de tanto
buffer HEPES como fuera necesario para llevar el volumen final de la reaccion a 300 p!.
Ciento cincuenta ul de esta reaccion se adicicnaron a 150 ul del sustrato cromogénico S-

n



2
2251 y las reacciones se detuvieron a diferentes intervalos adicionando 150 ul de acido
acetico glacial al 50% (vol:vol, agua bidestilada). La lectura de las reacciones se realizo en
un lector de platos de ELISA a 405 nm. Al igual que en las reacciones hemostaticas y
dependiendo de} tipo de reaccidén que se deseaba analizar, se adicionaron TSP purificada
(8.8 mM} o anticuerpos monocionales especificos. Todos los resultados se expresaron en
promedio + 105 nM dei sustrato cromogénico liberado sobre la base de una curva de

calibracidn con la enzima respectiva purificada.
J.7. Western Blot,

Para establecer la presencia de FV o plasmindgeno en el sobrenadante celular y su ruptura
enzimatica, se procedid a realizar Western Blot. Para el analisis de SDS-PAGE (gel para
electroforésis de poliacrilamida-sodio duodecil sulfato), se tomaron los sobrenadantes de los
experimentos. Utilizamos un estandar para pesos moleculares y las proteinas purificadas a
estudiar como control positivo. Las muestras fueron hervidas a 90 *C por 2 min en presencia
de un agente reductor y sometidas a SDS-PAGE. Las muestras se corrieron por 45 minutos
en un gel de gradiente 4-20% y se realizd la transferencia a pape!l de nitrocelulosa por 45
min. La muestra fue bloqueada con licor irlandés de leche al 10% y se procedia a lavar dos
veces con agua bidestilada. La membrana se encubd entonces con un Ac paliclonal murino

contra la proteina a estudiar y se desarroliaba la reaccion.
K. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresan como medidas de tendencia central y dispersion; medias y
desviaciones estandar de los resultados obtenidos en cada experimento. Para comparar los
‘esultados de experimentos similares entre sus puntos de corte correspondientes utilizamos

a prueba de t pareada. Para comparar los resultados de un mismo experimento en diferentes
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tiempos, utilizamos una prueba de t de Student. Las diferencias entre 10s experimentos

fueron significativas cuando se obtuvo un valor de p< 0.05.
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RESULTADOS.

1. Actividad de la EN sobre la membrana de las células HL-60 antes y después de la
maduracidn cetular inducida por ATRA. Inicialmente, debiamos demostrar que el ATRA
modulaba |3 actividad de la EN sobre la membrana de las células HL-60. Para conocer la
actividad de EN, las células HL-60, antes y después del tratamiento con ATRA, se incubaron

CON un cromaogeno especifico para EN (Fig. 5).
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Fig. 5. Efectos de la maduracion inducida por el ATRA y de la adicion de TSP purificada sobre la actividad de la EN
He {as células HL-80. Incubamos células HL-60 antes (triangulos) y después del tratamiento con ATRA (cuadros}). en
resencia de CaCly y buffer Hank's. En otros tubos, colocamos células HL-6C antes {diamantes) o después del tratamiento
>on ATRA (circulos), con CaCly, buffer Hank's y TSP purificada, Lrego de la incubacion se agregd ef substrato cromogénico
3-2484. Los resultados se expresan en promedio + 105 nM del substrate cromogénico liberado ¢n 5 experimentos en base

a una curva de calibracion con EN purificada.

Desde el principio del experimento hubo diferencia en la actividad de la EN: mayor en tas
zelulas HL-60 sin tratamiento con ATRA. Esto concordaba con la hipbtesis que suponia que
a maduracion inducida por el ATRA y el consecuente aumento en la capacidad para fijar
ISP a la membrana de la célula permitirian una mayor regulacion de la EN. Posteriormente,

1 las células HL-B0 antes y despues del tratamiento con ATRA les agregamos TSP
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purificada (saturacion de receptores de la membrana), para determinar si aumentaba la
regulacion. La figura 5 muestra como |a adicién de TSP purificada incremento ia modulacion
de la EN en comparacion con los controles (aunque no fue completa). Asi, ta TSP en la
membrana celular modula eficiente pero incompletamente a la EN.

Una vez demostrada la actividad de EN sobre la membrana de las celular y sabiendo su
comportamiento luego del tratamiento con ATRA o de la adicion de TSP purificada,
investigamos su efecto en células HL-80 activadas. Al activar las células con fMLP se indujo
la expresion maxima de EN y TSP en su membrana. Como muestra ia figura 6, las curvas
fueron similares a jas del experimento inicial, es decir, tanto las células HL-60 tratadas con
ATRA como las incubadas con TSP tuvieron la mayor regulacion de EN. Es de hacer notar
que, al comparar cualquier punio la actividad de las células HL-60 sin activar contra células
activadas, siempre fue mayor en estas Gltimas. Asi, la activacién celular induce un aumento

de la actividad de EN la cual, a pesar de ser regulada por TSP, no es del todo suprimida.
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“ig. 6. Efectos de la maduracién inducida por el ATRA y de la adicién de TSP purificada sobre !a actividad de la EN
ie las células HL-60 activadas. Incubamos las células HL-60 antes {diamantes} o después de ser tratadas ¢on ATRA
circulas), con CaCly y buffer Hank’s. A otras células antes (tridngulos) o después de ser tratadas con ATRA {cuadros),
wicionamos TSP purificada, CaCl, y buffer Hank’s. A todos los tubos se les adiciond TMLP, se incubaron y les agregamos
il substrato cromogénico S-2484. Los resuttados se expresan en promedio * 108 nM del sustrato cromogénico liberado en

" experimentos en base a una curva de calibracion con EN purificada.
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2. Efectos de la maduracion inducida ATRA y de la activacién celular sobre la
activacion del FV. Al demostrar que la actividad enzimatica de las células HL-B0 era
dependiente de 1a maduracion, de la presencia de EN y TSP en la membrana y de la
activacion celular, diseflamos un experimento para investigar su traduccion fisiopatologica.
Repetimos los experimentos antes resefados con los cambios necesarios para determinar si
EN activaba al FV. Para esto, el sobrenadante de células HL-60 incﬁbadas con FV se llevd a
un tubo en el que se preparaba el complejo de protrombinasa. La aclivacién de la
protrombina se determing por la liberacion de un sustrato cromogénico especifico para la
trombina. La figura 7 muestra que los resultados de los experimentos con FV fueron similares
a los encontrados antes para la actividad de EN. Es decir, la maduracion celular inducida por
ATRA disminuye significativamente ia activacion del FV. Ademas, en la comparacién punto

por punto, se encontrd que la activacion celular permitié una mayor activacion del FV.
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Fig. 7. Efecto de la maduracién celular inducida por el ATRA y de la activacion celular sobre |a actividad enzimatica
del FV. Incubamos célutas HL-60 antes (triangulos) o después de ser tratadas con ATRA (rectangulos), con CaCis, FV y
butfer Hank's. En otros tubos, colocamos los mismos reactivos con Félulas antes (astertscos) o después de ser tratadas con
ATRA {diamantes), adicionando fMLP y buffer Hank's. En un tubo lcontrol, colocamos célutas HL-60 luego de ser tratadas
con ATRA con los mismos reactivos de tas reacciones previas excepto FV (cicculos). Las reacciones se incubaron y
agregamos Eglin. En la fase B, a todos los tubos se les agregd FXa, Fil y vesiculas de fosfolipidos. Luego de 5 min de
incubacién, obtuvimos 100 ul de la mezcla y adicionamos el substrato cromogénico $-2238. Los resultados se expresan en
promedio + 108 nM del sustrato cromogénico liberado en 8 experimentios en base a una curva de calibracion con trombina
purificada.
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Para nuestra sorpresa, el tube sin FV mostrd actividad de trombina. La unica explicacion
para este hallazgo era que existiera FV dentro de las células HL-60 y que saliera de la célula
luego de la activacién con fMLP. Hasta ahora, no existe informacidn en la literatura acerca de
este hallazgo. Para demostrar esto, realizamos Western Blot para determinar la ruptura
hipotética del FV. La figura 8 muestra un Westermn Blot de Ios sobrenadantes de! experimento
antes descrito. Se muestra la ruptura del FV dependiente del tiempo, como lo sugerian los
resultados de los estudios funcionales. La accion de la EN sobre el FV se aprecia en la

desaparicién gradual de la banda original de FV y la aparicién de bandas de ruptura de FV.

—h

2& . 3 4 5 . 6 Fig. 8. Efecto de la EN sobre el FV de la

Rl ! coagulacidén en un Western Blot. Para

i 2]

realizar el analisis de SDS-PAGE utilizamos

! los sobrenadantes de los experimentos

4 - ,n' i;: oo ' correspondientes a la figura 6. En ef caril 1
: se gplocd FV purificado; en ef 2, una
67 - - muestra del fubo control al que no se
e adiciond FV; en los tubos 3 a6 los

< 3 - . sobrenadantes de las alicuotas de los

amn . _ » R S diversos intervalos del experimento 6. Luego
20‘-}7 - > . . ’ I de la transferencia, la membrana se incubd
1 L]. . 4 - I con un Ac poficlonal murino anti-FV humano

y se desarrcfld la reaccion.

Con la evidencia de la activacion det FV en las células HL-60, pasamos a corroborar esta
observacion. Usando Eglin, disefiamos algunos experimentos para determinar si las
sbservaciones previas eran debidas a la activacion dependiente de EN. La figura 9 muestra
os experimentos en los que observamos la actividad de la EN sobre el FV y de éste, a su

ez, sobre el complejo de protrombinasa.
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Fig. 9. Efecto de 1a activacion celular, de los reguladores de la EN y de un anticuerpo monoclonal anti-TSP sabre ia
actividad enzimatica del FV. En la fase A de un primer grupo de ensayos, incubamos células HL-60 sin tratamiento con
ATRA (diamantes), con CaClz, FV y buffer Hank’s. En ofro fubo colocamos los mismos reactivos adicionando fMLP
(estrellas). Las reacciones se incubaron y se les agregd Eglin. En la fase B, a ambos tubos les agregamos FXa, Fll ¥
vesiculas de fosfolipidos. Luego de 5 min de incubacidn, obtuvimos 100 pl de la mezcla y adicionamos el subsirato
cromogénico S-2238. En la fase A de un segundo grupo de ensayos, a fas células HL-60 sin tratamiento con ATRA les
adicionamos FV, CaCl; y tMLP. A uno de estos tubos se le agregd simultaneamente TSP1 purificada (cuadros), Eglin
(triangulos), o un anticuerpo monoclonal anti-TSP humana {signos de mas). En un tubo final se colocaron células HL-60 sin
tratamiento con ATRA y les adiciond FV, CaCl, y, simultdneamente, Eglin (circulos). En 1a fase B, a todos los tubos les
agregamos FXa, Fll y vesiculas de fosfolipides. Luego de 5 min de incubacion, obtuvimes 100 pl de ta mezcla y se adiciono
el substrato cromogénico 5-2238. Los resuftados se expresan comao promedio + 1DS nM del sustrato cromogénico liberado
en 7 experimentos en base a una curva de calibracién con trombina purificada.

Se reprodujeron dos de los datos del experimento anterior utilizando células HL-80 antes
de ser tratadas con ATRA y demostramos nuevamente que en presencia de estas celulas el
FV se activaba. Posteriormente, diseﬁaﬁos dos experimentos para demostrar que, a pesar
de la activacion celular, la activacion del FV disminuia. Para tal efecto, se incubd en un tubo
TSP purificada (para modular directamente a fa EN intracelular liberada luego de su
activacion), y en otro Eglin. En ambos casos observamos que la actividad del FV disminuy6é
por debajo de lo encontrado en ias células HL-860 no activadas, demostrando que la actividad

era generada por la EN. Posteriormente, a las células HL-60 antes del tratamiento con ATRA
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se les agregd desde el principio de 1a reaccion Eglin. El resuftado fue una inhibicién casi total
de la actividad del FV. Finaimente, para determinar la especificidad de la inhibicion por TSP,
realizamos un experimento utilizando un anticuerpo menoclonal anti-TSP. Observamos un
incremento por arriba de los niveles alcanzados con cualquiera otro en ta liberacién del

sustrato cromogénico,

Los resuitados de estos experimentos demuestran que la célula HL-80, antes de ser
tratada con ATRA o sin activar, activa al FV. Mas auln, luego de la activacion celular, la
activacion de FV aumenta considerablemente. Por otra parte, adn con la célula activa, si se
expone a dos inhibidores directos de la EN, disminuye la activacion de FV por debajo de la
activacion obtenida con la célula HL-60 no activada. Todavia més, en la célula no activada, la
incubacion con Eglin desaparece casi completamente la activacion del FV. Finalmente, cabe
resaltar que si la célula activada se incuba con un anticuerpo monoclonal anti-TSP, se
obtiene la maxima activacion del FV. Estos resultados demuestran que la célula HL-60 tiene

efecto directo sabre la activacion del FV y que esle efecto es dependiente de EN.

3. Efectos de la maduracién celular inducida por ATRA Y de la EN sobre la activacién
del plasmindgeno. En esta parte del estudio, intentamos determinar el papel de la
maduracion celular inducida por el ATRA y el de la EN scbre la fibrinolisis, especificamente,
en cuanto a la activacién del plasminogeno. Utilizando un sustrato cromogénico especifico
para [a plasmina {$-2251), procedimos a evaluar la generacién de esta enzima en el sistema
celular. El primer experimento fue disenado para determinar si las células HL-60 podian

activar al plasmindgeno (Fig. 10).
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Fig. 10. Efectos de 1a maduracién inducida por el ATRA, de la TSP purificada y de un anticuerpo monoclonal anti-
TSP sobre ta activacién del plasmindgeno mediada por la EN. Las cétulas HL-60 antes (signos de mas) o después del
tratamiento con ATRA (diamantes), fueron incubadas con plasmindgeno v buffer HEPES y la reaccién se detuvo con Eglin.
A 150 ul de esta reaccion adicionamos 150 i del sustrato cromogénico S-2251. En otro tubo, a las células HL-60 antes
{tridngulos} o después de ser tratadas con ATRA (circulos), les adicionamos plasminégeno y TSP purificada, Las reacciones
se incubaron y Ja reaccion se detuvo con Eglin. A 150 pl de esta reaccién adicionamos 150 pl del sustrato cromogénico S-
2251. En otros tubos, a las célutas HL-60 antes (asteriscos) 0 después del tratamiento con ATRA (cuadros abiertos), las
incubamos con un anticuerpo monoclonal anti-TSP humana y plasminégenc y tuego se afadid ef activador tisular del
plasmindgeno. Luego de la incubacién se agregd Eglin. A 150 pl de esta reaccion adicionamos 150 pl del sustrato
cromogénico $-2251. Los resultados se expresan en promedio + 1DS nM dei sustrato cromogénico liberado en 5

experimentos sobre ja base de una curva de calibracion con plasmina purificada.

Encontramos que las células HL-60 activaban al plasminogeno y que la maduracion celular
inducida con ATRA disminuia esta activacion. Como era de esperarse, en las células HL-60
tratadas o no con el ATRA se encontro una disminucion de la activacién de la plasmina
cuando ias incubamos con TSP purificada. Finalmente, y como se hahia encontrado con el
FV, ia incubacion de las células HL-60 con un anticuerpo monoclonal anti-TSP aumenté la

generacion de plasmina.

Cuando demostramos que las células HL-60 activaban plasminégeno y que, en base a los

resultados obtenidos, ta EN era muy importante, decidimos investigar que ocurria en
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presencia de celulas HL-G0 activadas. La figura 11 muestra los resultados de estos

experimentos.
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Fig. 11. Efectos de fa activacién celular sobre ia activacion del plasminégeno. Las células HL-60 antes {cuyadros) o
después del tratamiento con ATRA ( circulos), fueron incubadas con plasmindgeno y buffer HEPES. En otros dos tubos, a
las célutas HL-60 antes (tridngulos) o después del tratamiento con ATRA (diamantes}, les adicionamos los mismos reactivos
mas fMLP. Las reacciones se detuvieron con Eglin. A 150 i de estas reacciones adicionamos 150 ul del sustrato
cromogénico S-2251. Los fesultados se expresan en promedio + 105 aM del sustrato cromogénico liberado en siete

expesimentos en base a una curva de calibracion con plasmina purificada,

Una vez obtenida la evidencia funcional de la actividad fibrinolitica en ia membrana de las
celulas HL-60, se procedio a mostrar [a protedlisis proteica mediante Wesltern Blots. Para
elio, se utilizaron los sobrenadantes de los tubas de reacciéon de los experimentos que se
resefan para la figura 11. Como se observa en la figura 12, la proteolisis del plasminégeno
fue dependiente del tiempo tal y como lo mostraban los estudios funcionales. De esta

manera, se muestran objetivamente los efectos observados en los estudios funcionales.
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Fig. 12. Efecto de |a actividad de la EN sobre el
plasmindgeno en un Western Blot. Para realizar et

andlisis de SDS-PAGE, utilizamos los sobrenadantes
de los experimentos relatados en la figura 10. Luego
de la transferencia protéica, la membrana se incubt
.con un anticuerpo policlonal murino anti-
plasmindgeno humano y se procedib a desarroflar la
reaccian. En 105 dos compartimentes iniciales se

colocd plasminégeno purificado y en las carriles

posteriores |as allcuotas correspondientes a los

12- tiernpos en los cuales fue detenida la reaccidn.

Luego de demostrar que la activacion celular aumentaba la proteolisis del plasminégeno,
era necesario determinar si este efecto era debido a la EN y se disefiaron los experimentos
de la figura 13. Utilizamos nuevamente Eglin, TSP con el objeto de aumentar el efecto

regulador de esta proteina sobre la EN y un anticuerpo monoclonal anti-TSP.
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Fig. 13. Efecto de la activacidn celular, de ja EN y de un anticuerpo monoclonal anti-TSP sobre la activacin del
plasminégeno, En un tubo inicial, incubarnos células HL-60 antes del tratamiento con ATRA (diamantes), en presencia de
CaCi,;, plasmindgeno y buffer HEPES. Al mismo tiempo, a otro tubo con células HL-60 y con ios mismos reactivos
adicionamos TMLP (estrellas). Ambas reacciones se incubaron y se agregd entonces Eglin. Tomamos 150 ul de cada
alicucta y les adicionamos 150 ul de sustrato cromogénico 5-2251. En otre grupo de ensayos, a tres de los tubos det
segundo experimento les adicionamos simultaneamente TSP purificada (tridngulos), Eglin (cuadros abiertos), © un
anticuerpe monoclonal anti-TSP humana (diamantes abiertos). £n un tubo final, colocamos células HIL-60 antes det
tratamiento con ATRA y adicionamos plasmindgeno y Eglin, simultaneamente (circulos). Nuevamente, tomamos 150 pi de
cada aelicucta a las que se les adiciond el sustrato cromogénico S-2251. Los resultados se expresan en promedio + 105 nM

del sustrato cromogénico liberado en 8 experimentos en base a una curva de calibracidn con plasmina purificada.
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En este experimento se observd que la actividad de la plasmina se incrementa en el
sisterna con la activacion celular y que la TSP y el Eglin la disminuyen significativamente.
Ademas, el anticuerpe anti-TSP regresa el sistema al nivel de actividad de plasmina similar al

obtenido con ia sola activacion celular.
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DISCUSION.

Determinar |as caracteristicas mas intimas de la actividad inflamatoria s un punto esencial
en la investigacion médica moderna. La inflamacion puede ser desencadenada por miltiples
mecanismos y esta presente en diversos procesaos fisiolégicos especificos como inmunidad y
coagulacidn o fisicpatologicos como leucemia aguda promielocitica, fenomenc isquemia

reperfusion, coagulacién intravascular diseminada y sepsis.

El fenémeno inflamatorio tiene diversos componentes siendo el celular el mas importante
por su capacidad de amplificaciéon y mantenimiento de la reaccion. EI PMN es el elemento
inflamatorio principal por su capacidad proteolitica, adhesiva y migratoria que le permiten
entrar y abandonar el sitio de lesion inflamatoria e interactuar con diversas moléculas y
células. El PMN es una célula que contiene en sus granulos diversas enzimas mediante las
cuales lleva acabo su funcién fagocitica. Ya que sabemos que una de las enzimas
neutrofilicas mas importantes es la EN por su gran actividad proleolitica, se hace importante

conocer sus patrones de actividad en un intento por esclarecer sus efectos fisiopatologicos.

De gran importancia es la accion proteolitica de esta enzima schre FV de la coagulacion ya
que al ser activado forma un complejo jurto con FXa, Ca™ y los fosfolipidos celulares para
establecer el denominado “complejo de protrombinasa”, el cual es capaz de actuar sobre la
protrombina para Gue se convierta en trombina. Esta representa la principal enzima del
sistema de coaguiacién debido a su accidn sobre la molécula de fibrinégeno y la formacion
de fibrina como elemento principal_del coagulo. De esta manera se establece un puente entre

inflamacién y el sistema de coagulacion.

La EN puede ser inhibida por diversas moleculas entre ellas ¢-2-macroglobulina y TSP,
Estos inhibidores son importantes en diferentes situaciones fisioloégicas aunque al final

modulan, directa o indirectamente, 1a formacidn del coagulo. Por otra parie, el PMN también
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posee en el interior de sus granulos TSP la cual es una proteina capaz de realizar diversas
funciones mediante sus muftiples dominios ya que uno sélo de ellos efectda varias funciones

Incluyendo la interaccion con diversas motéculas y células.

Las células HL-60 son una linea celular promielocitica maligna que expresa un solo
receptor para la TSP localizado en su dominio HBD. Sin embargo, el PMN maduro expresa
jos dos receptores que se unen a los dos dominios de fa TSP con capacidad de union a estas
células: HBD y TSP-70. Con base en esto, se postuld la hipdtesis de que mediante la
diferenciacion con ATRA de las células HL-80 se lograria la expresion de los dos receptores
para TSP y con ello se incrementaria el nitmerc de moléculas de TSP en la superficie de
estas células. La EN también tiene accion sobre plasminogeno por lo que la activacion de
esta proenzima daria por resultado ta activacion de ia fibrinalisis dependiente de células. Sin
embargo, debido a la accion inhibitoria de TSP sobre EN, la actividad fibrinolitica también
debia ser modulada por la TSP en el proceso inflamatorio. Desde este punto de vista, uno de
tantos procesos fisiolégicos de la TSP puede ser la modulacion de la EN, es decir, una
disminucion de su efecto activador sobre algunos de sus substratos. En este estudio,
nosotros evaluamos el efecto de g EN sobre el FV de la coagulacidon y sobre el
olasminogeno. En base a datos previamente publicados, elegimos un modelo celular con
células HL-60 para observar los cambios que pudieran sufrir el sistema de coagulacion y
actividad fibrinolitica mediante la interaccion EN-PMN-TSP mediante el tratamiento con

ATRA.

Asi, después de realizar nuestros experimentos, nuestro estudio mostré que las reacciones
je coagulacién que ocurren en la superficie de las células HL-80 no tratadas con ATRA son
sompletamente diferentes de [as que ocurren en las células diferenciadas con este agente.

-a disminucion significativa de ia actividad de EN de las células inmaduras comparada con ia
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de las células diferenciadas nos permite aseverar que la diferenciacion influye en las
reacciones de coagulacion. Establecimos que este efecto es especifico de la EN al utilizar un
inhibidor directo de esta enzima y observando que la actividad de ja enzima disminuia en
presencia del inhibidor. El papel de la TSP en la inhibicién de la EN también fue evaluado
utilizando a lo largo del estudio saturacion de los receptores de TSP sobre la superficie
celular (con lo cual la actividad de EN disminuia significativamente), o utilizando un

anticuerpo monocional anti-TSP el cual potenciaba las reacciones dependientes de EN,

En general, los mismos resullados se obtuvieron cuando ia actividad de la EN se valord en
funcién de su capacidad de activar el sistema de coagulacion o a |a fibrinolisis. La activacian
det FV fue dependiente de todas las variables que anteriormente habiamos determinado para
la funcidn de la EN y ademas también fue dependiente del tiempo de exposicion de la enzima
a su substrato. Mas aun, los hallazgos fisicldgicos pudieron ser demostrades con Western

Blot mostrando Ia proteolisis tanto del FV como del plasmindgeno.

Tanto en los experimentos gue evaluaron la coagulacion como la fibrinolisis se encontrd
que la activacion celular eleva la capacidad proteolitica de la célula. Este evenilo estd
mediado por la bien demostrada salida de EN de los granulos del PMN al exterior luego de la
aclivacién de la célula. Esto tiene una implicacién fisiopatologica muy importante ya que
exphica, al menos en cierta medida, el papet del PMN en el proceso inflamatorio. Este se ve
magnificado debido al reclutamiento de PMNs lo que conduce a un incremento en la
coagulacidn y fibrinolisis. Por lo tanto, el estudio de |as bases moleculares del reclutamiento
celular y sus interacciones son de gran significade ya que se podrian postular una serie de
estudios subsecuentes para delimitar una probable implicacién clinica de estas

observaciones.



ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIGTECA»

Cabe mencionar que, como se demuestra en dos de los grupos de experimentos de esle
rabajo, la TSP es incapaz por si sola de inhibir completamente {a actividad de la EN. Esto
iene implicaciones importantes ya que hace necesario recalcar la importancia que tienen
odos los mecanismos enzimaticos y la gran complejidad de sus sistemas de modutacion. No
obstante, y dada |a gran inhibicion que se logra por ejemplo, al saturar el sistema celular con
'SP, es innegable que esta ultima molécula tiene una gran participacidn en la regulacion de

a actividad enzimatica del PMN y por lo tanto, del fenomeno inflamatorio.

Aungue el desarrollc de este trabajo se basé inicialmente en una conjetura sin referencias
revias, poco a poco se han publicado evidencias que apoyan nuestra hipétesis de trabajo.
_a ultima y mas poderosa de ellas ha sido publicada recientemente. Utilizando PMNs
Jislados de sangre periférica, ha sido posible demostrar mediante microscopia confocal que
anto la EN como la TSP se encuentran colocalizadas en la superficie de |as células y més
30n que la localizacion es directamente de la EN sobre la molécula de TSP(53). Este
1aliazgo le da un gran soporte a nuestros resuitados ya que asegura el hecho de que la EN
35 localizada a la membrana celuiar y que en ese iugar su efecto queda completamente

nodulado por la TSP.

Finalmente, encontramos que las células HL-60 contienen FV en su interior, un hallazge del
wal no se tenia noticia en la literatura pero que no es del todo sorprendente ya gue se sabe
jue en la mayoria de las células de estirpe mieloide ocurre la sintesis de diversas moléculas
iemostaticas conforma avanza su diferenciacion. Tal es el caso de las plagquetas ya que
1stas Ultimas tienen en su interior FV, FIX y Fll los cuales no pueden ser reconocidos en sus

rogenitores megacariociticos mas primitivos.

Los resultados de este trabajo demuestran que tanto la EN como su modulacion por TSP

enen un papel importante en la capacidad proteolitica de las células HL-60 y de las células
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que resultan fuego de la diferenciaciéon con ATRA. Este efecto proteolitico puede tener
implicaciones clinicas muy importante si se consideran algunas entidades palologicas
especificas en las que, tanto las células HL-690 como el ATRA estan integrados. Por
ejemplo, la coagulopatia caracteristica de la leucemia aguda promielocitica puede tener, al
menos en parte, su génesis en la activacién de la coagulacion y la fibrinoiisis descrita en este
estudio. El uso de TSP o de algin péptido de esta molécula con fines terapéuticos con el fin
de inhibir la actividad de la EN podria ser una de las aplicaciones de los resultados de este
estudio. Esto no es imposible ya que en nuesiro laboratorio se ha logrado sintetizar la
secuencia minima necesaria de la TSP que inhibe a la EN en solucion(54). En la actualidad
la evaluacion de este péptido con un modelo animal de artritis reumatoide esta evaluandose.
Aunque la aplicacion clinica de los resultados de este estudio parecen todavia remotos, sin
duda que la informacién generada es util para comprender mejor la fisiopatologia del PMN en

el proceso inflamatorio.
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CONCLUSIONES,

Las caracteristicas de la actividad de la EN en las células HL-60 en relacién a su

maduracion y activacion, asi como los efectos de la adicion de moduladores especificos de la

actividad de 1a EN y de la TSP scbre los sistemas de coagulacion y fibrinolisis se sintetizan

en los siguientes puntos:

Las células HL-60 expresan actividad de EN en su membrana. Esta aclividad
disminuye significativamente cuando la célula es inducida a madurar mediante ATRA
como consecuencia probable de un aumento en la union de TSP a la membrana de
las células. Este dato fue parcialmente corroborado cuando observamos que la
actividad de EN también disminuye significativamente si las mismas reacciones se
llevan a cabo en un sistema con células HL-60 previamente incubadas con TSP,
implicando a esta Gltima proleina en la regulacién natural de ta EN en las células HL-
60.

La modulacion de la actividad de EN en la superficie de 1a membrana de las HL-60 no
es total, aun si las células son preincubadas con TSP. De esta manera, se conciuye
que la moduiacion de la EN por medio de TSP en la membrana celular es eficiente
pero incompleta.

Utilizando un activador especifico para PMNs, se indujo la expresion maxima de EN y
TSP en la membrana de las células HL-60. Aungue el patron de comportamiento de fa
aclividad de la EN fue similar al de las células no activadas, el incremento en la
actividad de EN fue significativamente superior. Esto indica que 1a activacidon celular
permite la expresion maxima de EN y TSP en la superficie celular. Nuevamente,
aunque la TSP modula eficientemente la actividad de la EN, esta modulacidn no es

completamente efectiva.
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La actividad de EN en |a superficie de las células HL-60 se traduce en la activacion det
FV de la coagulacion a juzgar por la generacion de trombina en el sistema. La
activacion del FV siguié un patrén simitar a los encontrados con |a sola actividad de
EN en el sistema, es decir, su activacion disminuia con ta maduracién inducida por
ATRA, con la incubacién celular con TSP y en presencia de un inhibidor especifico de
EN, sin embargo, la activacion del factor aumentaba con la activacién celular y en
presencia de un anticuerpo monoclonal anti-TSP. Es decir, toda modificacion al
sistema que impligue un aumento en |a actividad de TSP se traduce en un aumento en
ila regulacion de la EN y viceversa. Las consecuencias fisiopatolégicas de estos
hallazgos son relevantes ya que implican una relacion estrecha y paralela entre la
activacion celular, la expresion de TSP, la aclividad de EN y |a activacion del sistema
de coagulacion.

Como un hallazgo importante en este estudio, hemos demostrado que las células HL-
60 contienen en su interior FV. Este factor se activa y se comporta de manera similar
al exogeno cuando las células son sometidas a maduracion, activacion, incubacion

con TSP o sus inhibidores y con el inhibidor de 1a EN.

Los resultados de los estudios de fibrinolisis demostraron que la EN tiene un
comportamiento similar sobre ente sistema fisiologico. £s decir, la EN activa al
plaminégeno de una manera que depende directamente de la activacion celular y que
disminuye significativamente c¢on la maduracién celular, la incubacion con TSP o en
presencia de un inhibidor especifico para EN. Nuevamente, los resultados de este
estudio muestran que la EN tiene un papel importante en la aclivacion de la

coagulacion en un modelo celular semejante al inflamatorio.
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