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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad neoplasica de las células troncales de
la sangre. La incidencia de LMA se incrementa con la edad, siendo la edad promedio de los
pacientes de entre 65 a 75 afos y a pesar de que es el tipo mas comun de leucemia en los
adultos, sigue teniendo la menor tasa de supervivencia de todas las leucemias. Ademas, se
presentan evidencias de que el Caseinato de Sodio (CasNa), una sal de la caseina, la principal
proteina de la leche, tiene propiedades antileucémicas. Con el fin de evaluar esto, se cultivaron
células leucémicas J774 y se inocularon en ratones BALB/c como un modelo murino;
adicionalmente in vitro se obtuvieron las condiciones necesarias para probar el efecto
diferencial del CasNa en cocultivos de células leucémicas y CMN de MON de ratoén.

Nuestros resultados muestran CasNa in vitro inhibe la proliferacion y se reduce la viabilidad de
las células leucémicas J774, con una consecuente diferenciacion a macroéfagos maduros al
mismo tiempo que favorece a las CMN de MON. Por otro lado, in vivo, en un modelo de raton
leucémico, el CasNa conduce un incremento de la sobrevivencia; estos resultados sugieren
que el CasNa puede ser empleado como adyuvante en la terapia de la leucemia monocitica

con fines de purga de células leucémicas y a la vez, potenciador de la hematopoyesis normal.



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplastic disease of the blood stem cells. The incidence
of AML increases with age, with the average age of patients between 65 to 75 years and
although it is the most common type of leukemia in adults, still has the lowest survival rate of
all leukemias. In the present work, we show evidence that sodium caseinate (CasNa) has
significant anti-leukemic properties. In order to evaluate this, leukemic cells J774 were grown
in vitro and inoculated into BALB/c mice as an in vivo murine model of leukemia. Further in vitro
conditions were established to test the differential effect of CasNa in cocultures of the leukemic
cell line J774 and mononuclear cells from mouse normal bone barrow (MNC from mouse NBM).
The results show that CasNa in vitro conditions, inhibits cell proliferation, induces differentiation
and reduces viability of the leukemic cells J774 and favors MNC of NBM; while in vivo, in a
mouse monocytic leukemia model, CasNa leads to an increase in survival. Therefore, these
results indicate that CasNa could be used as an adjuvant in leukemia therapy, purging

monocytic leukemia cells as well as enhance normal hematopoiesis.



INTRODUCCION

La hematopoyesis

Las células sanguineas tienen como principales funciones el transporte de oxigeno y la
defensa del organismo contra la invasion de agentes patdgenos. Como se producen estas
células es un proceso ampliamente caracterizado en cuanto a la biologia de las células
troncales y progenitoras, asi como de las citocinas o factores de crecimiento hematopoyético
(FCH) que regulan el proceso de hematopoyesis (Broxmeyer et al, 1999; Bruno et al 2004;
Metcalf, 2007a y b).

Las células sanguineas se desarrollan dentro de un ambiente heterogéneo conocido como
microambiente, constituido por células hematopoyéticas, células estromales, sus productos
biosintéticos y factores proteicos conocidos como citocinas hematopoyéticas (Clark & Keating,
1995). Las células que constituyen este microambiente son: fibroblastos, precursores
osteogénicos, adipocitos, macrofagos y células endoteliales, que en conjunto producen una
compleja trama de moléculas de matriz extracelular y citocinas. Las primeras consisten de:
proteoglicanos, heparan, condroitina, dermatan, colageno, fibronectina, hemonectina,
trombospondina, laminina y acido hialurénico (Klein, 1995; Verfaillie & Catanzarro, 1994)
siendo su principal funcion la de proveer el microambiente propicio para favorecer la
sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas. Por su parte, las
citocinas, el segundo tipo de proteinas dentro del microambiente hematopoyético, regulan la
fisiologia de las células hematopoyéticas y sus precursores (Giles et al, 2002; Munker et al,
1998, Burgess et al, 1980) por medio de receptores especificos, los cuales transmiten una
serie de sefiales intracelulares que dan la informaciéon necesaria para sobrevivir 0 morir,
proliferar o diferenciarse, o en el caso de las células troncales, autorenovarse o permanecer

quiescentes (Broxmeyer et al, 2001).



Una vez cumplida su funcion, las células maduras mueren por senescencia o bien durante el
desarrollo de sus funciones normales (Hughes-Jones & Wickramasingh, 1991), al mismo
tiempo, son restituidas gracias a la formacién de nuevas células sanguineas mediante la
hematopoyesis (Orkin, 1995); un proceso jerarquico en el que células primitivas dan lugar a la
formacion de todos los constituyentes del sistema hematopoyético. Siguiendo este esquema,
es posible distinguir de manera funcional cuatro compartimentos hematopoyéticos: troncal,
progenitor, precursor y maduro.

El compartimento troncal corresponde al 0.01% del total de células en la médula ésea (MO),
que tiene capacidad de auto-renovarse y dar origen a todas las células sanguineas durante la
vida de un individuo. Las células troncales humanas derivadas de sangre periférica, MO o
sangre de corddon umbilical, se caracterizan por reconstituir la hematopoyesis a largo plazo en
individuos mielosuprimidos (Fey, 2007), lo que funcionalmente les confiere la calidad de
troncales. ElI compartimiento progenitor constituye el 0.15% de las células de la MO y ha
perdido la capacidad de autorrenovacién de manera que sustenta la generacion de células
sanguineas solamente durante periodos limitados de tiempo. Estas células progenitoras al
diversificarse, dan lugar a células precursoras reconocibles por su morfologia, las cuales
corresponden a mas del 99.5% de las células presentes en la MO. Finalmente, el
compartimiento maduro representa el ultimo estadio de diferenciacion de las células
hematopoyéticas (Montesinos & Mayani, 2002) presentes principalmente en torrente
sanguineo; éste compartimiento tiene multiples funciones vitales para el organismo, por
mencionar algunas; los eritrocitos transportan el oxigeno, las plaquetas participan en el control
de la coagulacion sanguinea, mientras que los granulocitos, monocitos y linfocitos intervienen
en la defensa inmune contra agentes extrafios (Zambrano-Ramirez et al, 1999).

El sistema hematopoyético representa una continuidad de las células con propiedades y

fenotipo cambiante segun progresan a partir de células troncales hasta llegar a células
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diferenciadas (Coulombel 2004). Una célula troncal segun Metcalf (Metcalf, 2007a), es aquella
célula hematopoyética que es capaz de auto-regenerarse y de ser multipotencial, y asi, ser
capaz de formar células maduras de los diferentes linajes hematopoyéticos. Las células
troncales hematopoyéticas se dividen para formar mas (auto regeneracion) o para formar
células progenitoras comprometidas al linaje linfoide o mieloide. Las células progenitoras
mieloides son blastos grandes que pueden formar progenitores megacariociticos-eritroides,
encargados de formar la progenie megacariocitica y eritroide. Las células progenitoras
mieloides pueden formar también progenitores de granulocito- macréfagos, que originan
progenitores de granulocitos, macrofagos, y eosindfilos, y a partir de éstos se originan
poblaciones maduras (Metcalf, 2007a). Los progenitores de células cebadas parten de las
poblaciones de progenitores mieloides, pero no pasan por el estadio de progenitor
granuclocito-macrofago (Chen et al, 2005).

Las células troncales hematopoyéticas (CTH) se concentran principalmente en los nichos
hematopoyéticos, se caracterizan por su alta capacidad proliferativa y de auto-renovacion
(Ogawa & Matsunaga, 1999; Orlic & Bodine, 1994), asi como por la ausencia de caracteristicas
morfoldgicas o histoquimicas, propias de las células maduras o comprometidas hacia algun
linaje celular. Estas células son consideradas totipotenciales, dado que son susceptibles de
comprometerse hacia cualquiera de los linajes celulares sanguineos mieloides y linfoides,
cuando son estimuladas con la combinacion de diferentes citocinas (Morrison et al, 1995;

Ogawa 1993).

Las células del estroma medular son los elementos del tejido conectivo que forman un sistema
que brinda soporte estructural y funcional para el desarrollo de las célula hematopoyéticas,
estableciendo un microambiente Unico que provee las moléculas reguladoras del crecimiento
(Munker et al, 1998; Prosper et al, 2001), y promueve las interacciones célula-célula, y célula

matriz extracelular. Las células estromales (fibroblastos, adipocitos, células osteogénicas,
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células endoteliales, y células de musculo liso) en su mayoria son de origen no
hematopoyético, y por otro lado, son el unico tipo de célula estromal derivado de las células

troncales hematopoyéticas (Mayani et al, 2009).

El analisis sistematico funcional de las células hematopoyéticas muestra que expresan
antigenos de superficie celular (CD) particulares. Al mismo tiempo, no expresan "marcadores
de linaje” es decir, antigenos de superficie que son caracteristicos de células hematopoyéticas
diferenciadas de manera terminal. Por lo tanto, la eliminacién de tales células positivas a linaje
deja una suspensidn de células predominantemente inmaduras. EI marcador CD34 se
descubrié originalmente como el resultado de una estrategia para desarrollar anticuerpos de
reconocimiento de pequefios subconjuntos de células de médula humana, pero no células
maduras de sangre y células linfoides. Posteriormente, se convirti6 en la caracteristica
inmunofenotipica distintiva y base para la enumeracion, aislamiento y manipulacion de las
células troncales hematopoyéticas (Bonnet, 2003). Este antigeno se ha podido identificar solo
en las células troncales y progenitoras pero no en las células maduras (Bellantuono, 2004;
Civin et al, 1990). La identificacion de este antigeno ha servido de ayuda para poder separar
las células troncales hematopoyéticas de los progenitores hematopoyéticos gracias en gran
medida a la asociacion de otro antigeno denominado CD38 quedando finalmente la
nomenclatura para las CTH de humanos el fenotipo CD34*CD38" (Glimm et al, 2001; Bhatia
et al, 1997).

Ontolégicamente, las CTH dan lugar a precursores mieloides comunes con marcadores
adicionales al CD34*. Asi, las UFC-GEMM CD33* (unidades formadoras de colonias de
granulocitos, eritrocitos, macréfagos y megacariocitos) generan progenitores de los diferentes
linajes mieloides volviéndose cada vez mas especializados en sus funciones. Para el linaje
eritroide, las unidades formadoras de brote eritroide son los primeros progenitores

comprometidos exclusivamente a la diferenciacion eritroide, y dan lugar a multiples agrupados
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de colonias de células productoras de hemoglobina. Posteriormente, una segunda clase mas
diferenciada de unidades formadoras de colonias eritroides dara lugar a precursores eritroides.
Conforme las células progenitoras mieloides se restringen al linaje de monocitos y granulocitos,
adquieren marcadores caracteristicos tales como la mieloperoxidasa o CD38 que se expresa
en mieloblastos, pero pierden marcadores iniciales tales como CD33 que no esta presente mas
alla de la etapa de mielocitos. Una serie de marcadores "tardios" como CD11b o fosfatasa
alcalina leucocitaria, todavia estan presentes en los granulocitos maduros.

La ontogenia de los monocitos sigue los mismos principios de la diferenciacion granulocitica;
sin embargo, marcadores unicos de superficie celular que indiquen diferenciacion monocitica
han sido dificiles de identificar. Por ejemplo, CD11b esta presente en células de la linea
monocitica, y CD14, parte del receptor para el lipopolisacarido (LPS), es de importancia
funcional en los monocitos, pero no son especificos de linaje. Posteriormente la expresion
diferencial de CD14 y CD16 distingue dos subconjuntos: CD14" CD16-, a menudo llamados
monocitos clasicos y CD14* CD16* que expresan mayores cantidades de moléculas MHC de
clase Il que se ha sugerido, se asemejan a macrofagos de tejidos maduros (Passlick et al,
1989; Ziegler-Heitbrock et al, 1993). De manera interesante, los monocitos pueden servir a su
vez como precursores de células dendriticas (Ohradanova-Repic et al, 2016).

Por su parte, las células progenitoras comprometidas con el linaje de megacariocitos se
diferencian en promegacarioblastos, y de ahi hacia megacariocitos maduros. Estas ultimas
células, muy visibles en frotis de médula 6sea no pueden someterse a la divisién celular, pero
conservan la capacidad para la sintesis de DNA y asi convertirse en poliploides. Finalmente,
las plaquetas se desprenden de los megacariocitos como "ampollas" formadas de su
citoplasma.

Las células B son el subconjunto de linfocitos especializados para sintetizar y liberar

inmunoglobulinas. Se generan en la MO, a partir de las células progenitoras linfoides comunes
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CD34*, pero de linaje negativo (Lin), lo que implica que carecen de expresion de marcadores
presentes en células mieloides y linfoides maduras. Posteriormente los primeros precursores
linfoides expresan CD34 y CD10, que en células pro-B se complementa con los marcadores
CD19y CD20 de células B.

En el caso de células T, el progenitor linfoide comun en la MO envia su progenie que formara
células T al timo, aqui los progenitores linfoides expresan CD25, el receptor de IL-2, el cual es
critico en el desarrollo y comprometimiento final de diferenciacion. Durante la linea de
diferenciacion de células T, las células pre-T deben someterse al compromiso de convertirse
en células CD4* ayudadoras o en células CD8* T citotoxicas (Fey, 2007).

Siendo la proliferacion y diferenciaciéon de las células hematopoyéticas dependiente de la
continua fuente de citocinas, algunas de ellas, actuan en diversos linajes y en distintas etapas
de maduracién, y pueden estimular el crecimiento de una sola linea hematopoyética
(eritropoyetina EPO, factor estimulador de colonias de granulocitos G-CSF), el crecimiento de
varios linajes tanto mieloides como eritroides (interleucina 3 IL-3) o incluso, actuar a nivel de
progenitores muy inmaduros (factor de células troncales SCF), o tener acciones pleiotropicas
(interleucina 6 IL-6) (Clark & Kamen, 1987).

Dentro de la familia de las citocinas se incluye a los factores estimuladores de colonias (CSF),
los primeros descritos con actividad que inducia el crecimiento clonal de diferentes linajes
hematopoyéticos de la MO (Metcalf, 2008). Una variedad de estos factores fueron nombrados
por sus funciones utilitarias: M-CSF estimula los macrofagos, G-CSF estimula granulocitos,
GM-CSF estimulan ambos granulocitos y macrofagos, mientras que multi-CSF ahora conocido
como IL-3, induce el crecimiento de todos los diferentes tipos de células hematopoyéticas
(Douglass et al, 2008). Por el contrario, las citocinas conocidas como co-estimuladoras
muestran un efecto directo pequefio o nulo en formacion de colonias, pero tienen la capacidad

de actuar de manera sinérgica con los CSF. Ejemplos de esto lo constituyen el SCF o ligando
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c-kit y la tirosina cinasa FLT3. SCF es un factor de transcripcion, que reacciona con el receptor
c-kit presente en células CD34* CD38  de médula 6sea, acelera su entrada en el ciclo celular
y en cooperacion con BCL-2 impide apoptosis, ademas influye en la diferenciacion a todos
linajes hematopoyéticos y puede colaborar con casi todas las citocinas hematopoyéticas
conocidas para promover la formacién de colonias (Fey, 2007).

Respecto a las citocinas supresoras, entendido esto como la capacidad para regular
negativamente la sintesis de DNA, proliferacion, viabilidad y diferenciacion celular, pueden
mencionarse el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferon alfa (IFN-o), factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y el ligando 3 de las CC quimiocinas (CCL3/MIP-1a)
(Jacobsen et al, 1994; Hamblin, 1993).

La desregulacién de la produccion de las células sanguineas mieloides puede desembocar en

un proceso neoplasico maligno que genéricamente es conocido como leucemia mieloide.

Hematopoyesis sin control: Leucemia mieloide
La leucemia es un tipo de cancer en la sangre iniciado por la mutacién de una célula
hematopoyética, en su mayoria, del compartimento troncal. La progenie clonal de esta célula
alterada constituye una poblacion heterogénea en la cual la proliferacion y diferenciacion
desregulada, la cual induce una acumulacion de células blasticas no funcionales (Stone et al,
2004). Como en otros tipos de cancer, la ontogenia de la leucemia es un proceso multivariado
de alteraciones genéticas mediante las cuales, las células normales adquieren una sucesion
de capacidades distintivas, como son: autosuficiencia de sefales de crecimiento, insensibilidad
a senales inhibitorias de la proliferacion, evasion de apoptosis, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida, invasion de tejidos y metastasis, que en ultima instancia les permiten

convertirse en tumorigénicas y malignas (Hanahan & Weinberg, 2000).
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Debido a que la regulacion intrinseca de la hematopoyesis corre a cargo de factores de
transcripcion  hematopoyéticos, alteraciones genéticas como las translocaciones
cromosomicas en las leucemias agudas afectan la expresion y funcionamiento de diversos
factores de transcripcion, perturbando los programas de diferenciacion e induccion de
apoptosis. Por ejemplo, en células de leucemia linfoblastica T aguda (LLA), la expresion
inapropiada de SCF debido a translocaciones cromosdmicas contribuye a la leucemogénesis.
La expresion aberrante de FLT3 (a menudo causada por duplicaciones internas en tandem del
gen) es una de las anomalias genéticas mas comunes en la LMA y se asocia con un curso
clinico agresivo. La localizacion de anomalias citogenéticas en el brazo largo del cromosoma
5, donde se encuentran varios factores de crecimiento (IL-3, GM-CSF, etc.), son de especial
interés y se ha sugerido que la delecién de esta region podria ser importante en estas
enfermedades clonales (Sans-Sabrafen & Besses, 2006). La desregulacion de los genes Hox
(por genes de fusion o sobreexpresion del gen silvestre) sustentan la inmortalizacién de las
células leucémicas en LMA y ALL (Alharbi et al, 2013). Mutaciones moleculares en C/EBP, una
proteina potenciadora de union a CCAAT alfa (C/EBP alfa), que junto con FLT3 es esencial
para el desarrollo normal de granulocitos, es un importante factor pronéstico de relevancia
clinica en LMA, especialmente en pacientes con un cariotipo normal (Fey, 2007).
Clasificacion

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 Franco-
Americano-Britanico (FAB) (Tabla 1). Actualmente, estas clasificaciones estan siendo
sustituidas por las de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicadas en 2001, las
cuales son mucho mas amplias en sus objetivos e incluyen trastornos mieloproliferativos y
linfoproliferativos crénicos (Vardiman, 2010). La aplicacion de los criterios de la OMS requiere

conocer los resultados de los analisis de inmunofenotipificacion y citogenéticos, lo que en
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conjunto con las caracteristicas morfolégicas, se utilizan para establecer el linaje y estado de

maduracion de las células neoplasicas. 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 leucemia mieloide aguda (LMA) cuando 20

% o mas de blastos aparecen en sangre periférica o MO, pudiendo ser un padecimiento de

novo o por el contrario, evolucionar de SMD, neoplasia mieloproliferativa o mielodisplasica

(SMD/NMP) previamente diagnosticada. En algunos casos, el diagndstico de LMA puede

prescindir del recuento de blastos en sangre periférica 6 MO, por ejemplo cuando esta

asociado con anomalias genéticas especificas, y el umbral de blastos de 20% puede no ser

un mandato para tratar al paciente como LMA; de esta manera las decisiones terapéuticas se

basan en la situacién clinica después de analizar toda la informacion disponible (Vardiman,

2010).

CLASIFICACION FAB DE LAS LEUCEMIAS MIELOIDES AGUDAS

Inmunofenotipo (2)

Citogenetica

MO

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

Morfologia Histoquimica (1)

Indiferenciada MPO + <3%; PAS
y esterasa —

Mieloide MPO + <3%; PAS

y esterasa -

Mieloide con
diferenciacion

Promielocitica
esterasa -

Mielomonocitica
PAS -

Monocitica
esterasa +

Eritroleucemia PAS ++; MPO y
esterasa -
Megacarioblastica PAS +/-; MPO y

esterasa -

MPO >10%; PAS
y esterasa -
MPO ++; PAS y

MPO y esterasa +;

MPO —; PAS y

HLA-DR, CD13
CD33, CD34 +; CD7 Y TdT +/-

Similar a MO excepto CD15 +/-

HLA-DR +; CD13, CD33 +;
CD34 +/- CD15 +

HLA-DR -; CD13, CD15, CD33,
CD34 +/-

HLA-DR, CD14, CD15 +/-;
CD4 debil +; CD34 +/-;
CD33 > CD13; CD11b +

HLA-DR, CD13, CD33 +/-;
glicoforina A ++

HLA-DR , CD34 +; CD33 +/-;
CD41, CD61 + glicoproteina
plaquetaria +

11q13; cambios complejos en
5 0 7; t(9,22) ocasionalmente

-5,-7,-17, del 3 p, +21, +8

t(8; 21); del 3p o inv(3);
-5,-7,1(6,9), +8

£(15;17)

Inv(16) 0 -16q; t(8,21) a veces,
-5,-7, +8

t(9;11) (p21;p23), +8

-7 o del (7q) y/o -5 o del
-3, 48

t(12;21) en 20-25%;
hiperploidia; +8, +21

(1) MPO: mielopeoxidasa; PAS: dcido periddico de Schiff.
(2) TdT, HLA-DR, CD34: anticuerpos monoclonales frente a células precursoras; CD13, CD33, CD15: anticuerpos monaoclonales frente a células mieloides; CD11 y
CD14: anticuerpos monoclonales frente a células monacitarias.

Tabla 1. Clasificacién FAB de las Leucemias Mieloides Agudas. Tomado de Beveridge & Urtasun, 2003.
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La estadistica en la leucemia
La leucemia representa el 3.4% de la causa de muerte en hombres y mujeres a nivel mundial
(Jemal et al., 2010). En México de acuerdo a la Secretaria de Salud (SSA) y las estadisticas
del INEGI en 2008 se reporta que del egreso hospitalario por tumores malignos, la leucemia
tuvo la segunda mas alta presencia (8.7%), solo por debajo de los tumores malignos
pulmonares y afectando al 15.1% de hombres y al 5.6 % de las mujeres (SSA, 2008).
Del 15% a 20% de los pacientes son menores de 15 afios, la media de diagndstico es de entre
65 y 75 anos, de manera que su incidencia aumenta con la edad. En este sentido, la LMA es
el tipo de leucemia mas comun en los adultos, representando el 25% de todas las leucemias
en el mundo occidental (Robak & Wierzbowska, 2009) y, contrario a lo que publica Smith y
colaboradores (1999), datos de casos nuevos presentados en México por el GLOBOCAN 2012
(IARC), se establece que los casos de pacientes masculinos tienen mayor incidencia (52%)
respecto a los femeninos 48% solamente.
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 dérganos extramedulares, coagulopatias, leucocitosis, leucostasis,
trastornos metabdlicos relacionados con la proliferacion, entre otros; siendo la manifestacién
cutdanea mas frecuente y especifica, la aparicién de uno o de varios tumores sélidos a menudo
descritos como sarcomas granulociticos (Gimenez, 1986).
El 75% a 100% de los pacientes cursan con astenia y debilidad generalizada debida a la
anemia; son frecuentes las manifestaciones hemorragicas leves, como epistaxis o petequias
(50% a 60%). La presencia de fiebre se da en el 40% a 60% de pacientes, pero la
documentacion microbiolédgica de infeccion en menos del 50% de éstos. Entre las alteraciones
analiticas, la anemia y la trombocitopenia son practicamente constantes, con hemoglobinas

medias menores de 10 g/dl y cifras de plaquetas medias menores de 1x10%/uL; la presencia
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de leucopenia es mas rara, con cifras medias de neutréfilos menores de 500/ul en sélo el 10%
de pacientes (Beveridge & Urtasun, 2003).

En pacientes con sintomas de anemia, siempre que el sangrado sea importante, se descarta
leucemia promielocitica aguda, especialmente si el conteo de leucocitos es >1x10* células/uL
o de >1x103 blastos/uL en sangre periférica. Por el contrario, cuentas superiores a 1x103-
2x10° blastos/uL de sangre periférica, pueden ser suficientes para fines de diagndstico y
estratificacion de LMA no-PML. El diagnostico de PML se confirma mediante la demostracion
del reordenamiento PML-RAR alfa y la translocacion 15:17 resultante; esto se analiza
normalmente utilizando hibridacion in situ fluorescente. Por su parte, la citometria de flujo
multicolor ha sustituido paulatinamente a la tincién histoquimica como herramienta para
establecer el linaje de las células blasticas, siendo los antigenos de linaje mieloide mas
empleados CD33, CD13, CD117 (CKIT), CD14, CD41 CD64 vy glicoforina A (Estey & Dohner,

2006).

Tratamiento de LMA
El tratamiento para la LMA incluye tres fases, al menos un curso de quimioterapia de induccién
intensiva, seguido por un curso adicional de terapia de consolidacion y uno de mantenimiento.
El objetivo de la quimioterapia consiste en erradicar las células neoplasicas dentro de la MO
para permitir la repoblacion con precursores hematopoyéticos normales, sin embargo, debido
a que los farmacos usados no son especificos para las células leucémicas, durante el
tratamiento también mueren las células normales. La mayor parte de los farmacos utilizados
son: antimetabolitos, agentes alquilantes y antibiéticos. El objetivo del tratamiento de induccion
a la remisién es erradicar el 99% de la masa leucémica inicial, restaurar la hematopoyesis

normal y alcanzar un estado funcional normal (Roboz 2011).
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La terapia moderna de induccién en la LMA comenzo en la década de 1960, cuando moléculas
como el arabinésido de citosina (citarabina, Ara-C) y las antraciclinas, mostraron una
importante actividad como agentes unicos (Rowe, 2007), desde entonces y hasta la actualidad,
la Ara-C es la base de la terapia de induccién y de consolidacion para la LMA en pacientes
menores de 60 afnos, no obstante, otros medicamentos incluidos en los esquemas de induccion
a la remision son: glucocorticoides (prednisona o dexametasona), vincristina, antraciclina, L-
asparginasa y la adicién de ciclofosfamida en pacientes de alto riesgo como parte de una
terapia intensiva (Gimenez, 1986).

Una forma estandar de la terapia de induccion consiste en Ara-C (100-200 mg/m?),
administrada por una infusién continua durante 7 dias, en combinacion con una antraciclina,
administrado por via intravenosa durante 3 dias. Por su parte, la terapia de consolidacion
comprende el tratamiento con ciclos adicionales de quimioterapia intensiva después de que el
paciente ha logrado una remision completa (CR), por lo general con dosis mas altas de los
mismos medicamentos (2-3 g/m? de Ara-C) que se utilizaron durante el periodo de induccién
(Diaz-Beveridge & Aparicio, 2003).

La terapéutica de induccion clasica de la LMA con una antraciclina (habitualmente
idaurrubicina) junto a la Ara-C, presenta una actividad escasa en las leucemias secundarias,
alcanzandose la respuesta citogenética (RC) sdélo en el 50% de los pacientes y habitualmente
de corta duracion (media de <5 meses). Este tratamiento solo se considera estandar en
aquellos casos con alteraciones genéticas favorables, e incluso en estos casos los resultados
son peores que en las leucemias primarias (Diaz-Beveridge & Aparicio, 2003).

En los ultimos afios nuevos medicamentos se han evaluado en estudios clinicos, incluyendo
inmunotoxinas, anticuerpos monoclonales, analogos 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); sin embargo, a pesar

20



del progreso sustancial en el tratamiento, del 20% a 40% de los pacientes recién
diagnosticados con LMA no logran la remision y 50% a 70% de aquellos en primera CR se
espera que recaigan dentro de los 3 afnos siguientes. Ademas existen pacientes que no son
candidatos a las estrategias convencionales (Robak & Wierzbowska, 2009), no pueden
acceder al tratamiento en términos econdémicos (Ruiz-Arguelles et al, 2007), o han dejado de
ser responsivos a la terapia. Todo esto se traduce a que la LMA, tiene la tasa de supervivencia
mas baja de todas las leucemias (Deschler & Lubbert, 2006) y la mayoria de los pacientes

mueren de su enfermedad (Stone, 2004).

Leucemia M5

Las estadisticas nacionales son muy precarias en cuanto a subtipos de LMA, las estadisticas
mas recientes indican que la muerte por tumores malignos en México, ocupa el segundo lugar
de mortalidad con 36.3%, dentro de esta categoria, la leucemia es el tercer lugar de causas de
muerte (IMSS, 2004). Lo cual implica que los avances terapéuticos no han podido eliminar la
enfermedad, ni en México ni en el mundo.

En cuanto a la leucemia monocitica, M5, apenas se ubica en el tercer lugar de frecuencias,
después de M2 y M4 (Gupta et al, 2005).

Este subtipo de leucemia mieloide presenta dos variantes, la M5a con > 80% de blastos y peor
tasa de sobrevivencia; y la M5b con <80% de blastos y mejor pronéstico (Tallman et al, 2004;
Haferlach et al, 2002; Fung et al, 1995).

En general, la LMA del subtipo M5 tiene muy mala respuesta al tratamiento, no obstante que
la tasa de remision completa es similar al resto de LMA, la supervivencia global es
significativamente menor que en subtipos como la M2 (Haferlach et al, 2002; Tallman et al,

2004).
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Caseina

La leche y los productos lacteos son componentes importantes de la dieta humana aun en la
etapa adulta e histéricamente se les ha valorado por su aporte nutricional de aminoacidos
(Koletzko et al, 1998; Shu et al, 1999). La leche esta constituida por 3.6% de proteinas, 4.1%
de grasas, 5.0% de carbohidratos, menos del 1% de vitaminas y minerales y 86.6% de agua.
El 80% de la fraccién proteica la constituye la caseina (Walstra & Jenners, 1984), la que esta
compuesta por cuatro clases de cadenas polipeptidicas designadas por: alfa-S1 caseina, alfa-
S2 caseina, beta-caseina y kappa-caseina (Warner, 1976; Hall, 1971; Russell et al, 1977).

Si bien las citocinas son los principales reguladores de la hematopoyesis, existen evidencias
de que estas glicoproteinas no son las unicas que pueden influir en la generacion de las células
sanguineas, asi existen biomoléculas de origen y naturaleza distinta a las citocinas que pueden
tener efectos similares sobre las células hematopoyéticas. En este sentido, diferentes estudios
han sugerido que las proteinas de la leche pueden estar involucradas en procesos
hematopoyéticos mas alla del aporte de aminoacidos. En efecto, la eliminacion de caseina en
la dieta de ratas y ratones provoca mielosupresion (Stanovi'c & Borani'c, 1996) y una dieta
privada de proteinas pero suplementada con caseina, induce una produccion deficiente de
eritrocitos a consecuencia de la reduccion en la produccién de eritropoyetina (Okano et al,
1992).

Por otro lado, la inyeccion intraperitoneal de CasNa ademas de inducir quimiotaxis de
granulocitos y monocitos (Pasotti et al, 1993), lo cual se ha empleado con éxito para estudiar
la inflamacién de manera controlada, también induce acumulacion de actividad estimuladora
de colonias en suero y exudado de la cavidad peritoneal (Metcalf et al, 1996; Lotem & Sachs,
1983). La inyeccién subcutanea de caseina permite la sobrevivencia de ratones inyectados
con dosis letales de bacterias, actividad que se debe a la elevacién de los niveles del G-CSF

el cual activa a los granulocito-neutréfilos para eliminar a las bacterias (Noursadeghi et al,
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2002), acelerando la diferenciacién de neutréfilos en banda hacia polimorfonucleares en raton
(Santiago-Osorio et al, 2010). Asimismo, el CasNa induce activacion de la hematopoyesis al
incrementar el numero de células mononucleadas de MO in vivo (Donahue et al, 1986), e
inducir un aumento de los precursores de origen mieloide en la MO de ratén (Liebermann &
Hoffman-Liebermann, 1989).

Por otro lado, se ha sugerido que la caseina, o algunos de sus componentes, producto de su
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 que las subunidades alfa, beta y kappa-caseina, constituyentes de la caseina,
contienen un numero 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). Asimismo se han dado evidencias de la presencia de receptores para
caseina y CasNa, una sal de caseina, en granulocitos y monocitos (Lewis & Van Epss, 1983;
Hira et al, 2003). Adicionalmente, se ha mostrado que la beta-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 1 y 2 (Cavallo et al, 1996), mientras que
péptidos derivados de 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 caseina pueden incidir en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas normales, asi como
también en aquellas de origen leucémico. En este sentido, se ha reportado que el CasNa es
capaz de bloquear la proliferacion de las células leucémicas WEHI-3, J774 y P388 in vitro,
inhibe la proliferacién de una linea celular hematopoyética normal dependiente de IL-3 e induce
su diferenciacién hacia el linaje monocito-macréfago (Ramos et al, 2008), ademas acelera la

diferenciacion de neutrdéfilos en banda hacia polimorfonucleares (Santiago-Osorio et al., 2010;
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Ramos et al, 2004). De manera interesante, el efecto biologico del CasNa sobre células
hematopoyéticas, es mayor al ejercido por las subunidades de caseina de manera individual
en el mismo tipo de células (Ramos et al, 2008).

Por otro lado, en cultivo primario de células de MO, el CasNa sinergiza la proliferacion de
células mononucleadas de MON de ratén en presencia de interleucina 3 recombinante de ratdon
(rmlL-3) como factor de crecimiento (Ledesma-Martinez et al, 2012), mientras que al ser
administrado intraperitonealmente a un raton BALB/c sano, ademas de incrementar el indice
esplénico, aumenta también el tamafo de los centros germinales (Lagunes, 2004) y

recientemente se publicé que se promueve la granulopoyesis (Dominguez et al, 2012).
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ANTECEDENTES

Pese a los avances en el conocimiento de la LMA, y a pesar de los avances en el disefio de
farmacos, la tasa de sobrevivencia libre de enfermedad, es apenas cercana al 30%, lo cual
implica que existen 70% de personas que recaen en la enfermedad, o mueren durante el
tratamiento por infecciones colaterales (Blchner et al, 2005; Laubach & Rao, 2008). Esto es
ocasionado principalmente, porque los farmacos que se utilizan para tratar los cuadros
leucémicos, afectan también a la poblacion de células normales de los pacientes, ademas de
que en una recaida, estos farmacos pierden sus cualidades antineoplasicas y deben cambiar
de tratamiento, resultando mas agresivo, o no funcional. Asi, los intentos por encontrar un
tratamiento verdaderamente efectivo, han orientado la investigacion hacia la terapia celular,
pensando realmente en el antineoplasico ideal que permita purgar las células leucémicas del
paciente (Park et al, 2002; Park et al, 2003) y realizar un trasplante autélogo, sin efectos

colaterales.

En ésta area han surgido multiples moléculas, la mayoria de origen natural, una de ellas, el
CasNa, tiene efectos distintos en cultivos independientes de células normales, o leucémicas.
Se sabe que in vitro el CasNa inhibe la proliferacién de la linea celular leucémica J774 y
favorece la hematopoyesis normal, por lo tanto, se espera que en un cocultivo de ambos tipos
celulares el CasNa sea capaz de ejercer un efecto diferencial, repitiendo los efectos

observados sobre los cultivos independientes.

Mientras que in vivo se ha observado un incremento en la hematopoyesis normal del ratén
sano bajo tratamiento de CasNa, y una mayor sobrevivencia en ratones leucémicos tratados
con la misma molécula, por lo tanto esperamos que la recuperacién en los ratones leucémicos

sea debida a la disminucién de células leucémicas e incremento de la hematopoyesis normal.
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HIPOTESIS

El CasNa actua de manera diferencial en cocultivos de células leucémicas y normales,
inhibiendo la proliferacion de células leucémicas y favoreciendo la proliferacion de células
normales de MO de ratén, mientras que in vivo induce la sobrevivencia de los ratones tratados

debido a la eliminacion de células leucémicas.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto in vitro e in vivo del CasNa en la proliferacion y viabilidad de los cocultivos

de células leucémicas J774 y células de MO de ratén BALB/c.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Establecer el cocultivo de células leucémicas J774 y células normales de MO de ratén
BALB/c.

+ Evaluar el efecto de CasNa en la proliferaciéon y viabilidad de cocultivos de células

normales y leucémicas J774 de MO de raton.
» Establecer el modelo de leucemia en ratones BALB/c con células J774.

» Evaluar el efecto del CasNa sobre la sobrevivencia de ratones leucémicos inoculados

con células J774.

» Evaluar la presencia de células J774 posterior al tratamiento de CasNa en las CMN de

MO de ratones sobrevivientes.
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MATERIALES Y METODOS

Linea J774. Para este trabajo se empled la linea de leucemia monocitica J774 de ratén
(ATCC). Las células fueron cultivadas en medio de cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Médium Gibco BRL, USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco BRL,

USA), mantenida 37°C y 5% de CO2 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
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Ratones hembra y machos BALB/c
en condiciones libres de patdgenos y alimentados con una dieta estandar de laboratorio, fueron
alojados en las instalaciones del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,

Universidad Nacional Autonoma de México.

Obtencidon de células mononucleadas de MO de ratén. Para la obtencion de células de MO,
un raton fue sacrificado por dislocacion cervical obteniendo ambos fémures. La epifisis fue
perforada y haciendo fluir medio IMDM suplementado con 10 % de SFB se extrajeron las
células totales. Posteriormente, se aislaron las células mononucleadas mediante gradiente de
densidad empleando Histopaque (6=1.077g/mL) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo), evaluandose
el numero celular por conteo en camara de Neubauer bajo el microscopio a 10x y la viabilidad

por la técnica de exclusion al azul tripano (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo).

Caseinato de sodio (CasNa). El CasNa (Spectrum USA) se solubilizé en PBS (solucion
estabilizadora de fosfatos) y esterilizd por autoclave, preparando una solucion patrén de 100

mg/mL. Para los estudios in vitro se realizaron diluciones en PBS para llegar a las
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concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg/mL. En los estudios in vivo, se administro 1 mL de CasNa al

10 % (p/v) en PBS por via intraperitoneal (i.p.) cada 48 h.

Ensayos de proliferacion y la viabilidad celular

Para evaluar la proliferacion celular 1x103 células J774 y/o 1.0x10° CMN de MON de ratén
fueron cultivadas durante 72 o0 120 h, con o sin CasNa en las condiciones especificadas para
el cultivo de CMN, es decir 15% de SFB, 5% de suero equino (SE) y 5 ng/mL de interleucina 3
recombinante de raton (rmIL3) como factor de crecimiento, en placas de 24 pozos (Costar,
USA). Después de este tiempo, el cultivo se fijo con glutaraldehido (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) al 1.1% y se tifié con cristal violeta (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en &cido férmico al
0.1%. El colorante se solubilizé con acido acético al 10% y la absorbancia se determind con
un lector de placas TECAN (TECAN Spectra, Switzerland) a 570 nm.

Para evaluar la viabilidad celular en las células J774 y CMN, después del cultivo, se evalud por
conteo directo una muestra celular en proporcién 1:1 con colorante azul tripano en una camara
de Neubauer, expresandose el porcentaje de células vivas (refractantes) en oposicién a las

células muertas (tefiidas de azul) respecto al numero celular total.

Modelo de leucemia en ratones BALB/c empleando células J774 y tratamiento con
CasNa. Para establecer el modelo de leucemia in vivo las células J774 se lavaron dos veces
con PBS, fueron cuantificados con azul tripano para confirmar viabilidad mayor 95%, y se
ajustaron a 1.0x10° células/0.5 mL. Se dividieron los ratones BALB/c (hembras y machos) en
cuatro grupos de diez ratones cada uno, inoculados via intraperitoneal (ip) con células J774.
Posteriormente al inéculo, los ratones fueron tratados con PBS, CasNa (1 ml de CasNa 10%

en PBS) o Arabinofuranosil citidina (Ara-C; 0,5 mg/ml), un antineoplasico, comenzando 48
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horas después de in6culo celular y cada 48 h a partir de entonces. Se registré sobrevivencia
en cada grupo. Al final de la serie de tratamientos, los ratones fueron sacrificados y los 6rganos
y tumoraciones se pesaron. Se obtuvo indice esplénico, hepatico y tumoral con base a la

proporcion de tumor o peso de los érganos respecto al peso del cuerpo.

Andlisis estadistico. Todos los experimentos fueron individuales y se llevaron a cabo por
triplicado. Los experimentos se repitieron tres veces, y los valores se expresan graficamente
como los valores promedio £ DS. Se utilizo6 ANDEVA para el analisis estadistico, y p <0,05 fue
considerado estadisticamente significativo. Se utilizd6 Software estadistico (SPSS, EE.UU.)

para llevar a cabo los analisis.
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RESULTADOS

EL CASNA INHIBE LA PROLIFERACION E INDUCE DIFERENCIACION DE CELULAS J774 A 72H DE CULTIVO.

Para corroborar que CasNa inhibiera la proliferacion e indujera la diferenciacién de la linea celular 1774,

se estimularon a las células con 0, 0.5, 1 y 2 mg/mL de CasNa durante 72 h. Los resultados permitieron

corroborar que CasNa reduce la proliferacién celular de manera dosis dependiente (Figura 1A), sin

consecuencias para la viabilidad celular (Figura 1B); mientras que al evaluar la diferenciacidn

morfoldgica de estos cultivos a 72 h, se encontrd una induccion de la diferenciacién de células blasticas

en células J774 tratadas con 2 mg/ml de células blasticas a promonocitos (Figura 1C).
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Figura 1. Proliferacién, viabilidad y diferenciaciéon de la linea celular J774 en presencia o ausencia de
CasNa a 72 h de cultivo. La proliferacion por conteo directo A) y la viabilidad B) por exclusién al azul tripano. La
diferenciacion morfolégica C) por tinciones con Giemsa. Los datos ilustran el promedio y desviacion estandar de
tres ensayos independientes. Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control (0 mg/mL) en el ANDEVA

Dunnet.
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LA INHIBICION DE LA PROLIFERACION DE J774 POR CASNA ES TIEMPO DEPENDIENTE, REDUCIENDO

LA VIABILIDAD E INDUCIENDO DIFERENCIACION

Una vez que comprobamos que el CasNa afectaba negativamente la proliferacidn, y debido a que se
pretendia evaluar el efecto diferencial del CasNa en células leucémicas J774, y células mononucleadas
sanas extraidas de MO de ratén, se amplid el tiempo de exposicidon de J774 al CasNa hasta 120 h.

Al no conocer las condiciones de cultivo para las células 1774 para tiempos mayores a 96 h, se evalué la
proliferaciéon y viabilidad a 120 h por conteo directo y azul tripano empleando diferentes densidades
celulares desde 500, 1000, 2000, 4000 y 10000 células/mL para encontrar la densidad celular que
permite la proliferacion sin afectar la viabilidad en cultivos prolongados. Los resultados indicaron que
la proliferacion con la densidad celular inicial de 1000 células J774 por mL es la idénea, ya que la
viabilidad se mantiene al 100% y con buen crecimiento celular (Figura 2A y 2B). Una vez elegida la
densidad celular se evalué mediante cinética de proliferacién y viabilidad, evaluadas cada 24 h, el efecto
de CasNa sobre las células J774 en un cultivo a 120 h, ademas de corroborarse posteriormente con la
técnica cristal violeta. Se observé que la proliferacidn celular disminuye por el tratamiento con el CasNa
desde las 48 h (Figura 2C) y que la proliferacion disminuye de manera tiempo dependiente, pues hay
menos proliferacion que la observada a 72 h de estimulo en proporcion 10 vs 40% (Figura 2E y 1A
respectivamente); mientras que la viabilidad disminuye hasta las 120 h (Figura 2D) en que el CasNa

reduce la viabilidad hasta 20% a diferencia del control con PBS.
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Figura 2. Densidad celular, proliferacion y viabilidad de J774 a 120 h. Proliferacién A) y viabilidad B) de
células J774 con diferentes densidades a 120 h continuas sin y con CasNa, por conteo directo y azul tripano.
Cultivo de 1000 células/mL J774 en cinética de proliferacion C) y viabilidad D) a 120 h continuas sin y con CasNa,
por conteo directo y azul tripano. Porcentaje de proliferacion de células J774 E) con CasNa mediante la técnica
cristal violeta. Datos provienentes de tres ensayos independientes con promedio y desviacion estandar. Veh: PBS
, Ara-C: antineoplasico citarabina. Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control (0 mg/mL) en el ANDEVA.
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Una vez establecida la densidad celular de J774 para cultivos a 120 h, y para corroborar la dosis a la que
CasNa potenciaba la proliferacidn de cultivos de células de MO normal de ratén (Figura 3A), se encontré
que a partir de 0.5 mg/mL ya favorece la proliferacion, alcanzando el maximo a 2 mg/mL, razén por la
gue se eligié esta dosis. Sin embargo, debido a que las células 1774 proliferan en un medio de cultivo
diferente a las células mononucleadas de MON, se evalué el efecto que tenian las condiciones de cultivo
de éstas: con 5 ng/mL de IL-3, 15% SFB, 5% de suero equino (SE), sobre las células J774. Los resultados
muestran que estas condiciones de cultivo no son perjudiciales para la proliferacion de las células 774,

por el contrario, les favorecen (Figura 3B, J774 con MON).
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Figura 3. Condiciones para el cocultivo de células J774 y CMN de MON de raton. A) Proliferacion de células
mononucleadas de MON de ratdn, por cristal violeta. B) Células J774 en cultivo normal, y con medio de cultivo
en condiciones de MON, conteo directo. Datos de tres ensayos independientes con promedio y desviacion
estandar. CasNa: caseinato de sodio; J774 cond MON: Células J774 cultivadas en presencia de IL-3, SFB, SE.
Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control (0 mg/mL) en el ANDEVA.
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LA EXPOSICION DE J774 A 120 H DE ESTIMULO CON CASNA INDUCE DIFERENCIACION.

Al notar que la proliferacidn de las células J774 disminuia, asi como la viabilidad, se evalud la morfologia
celular que presentaban los cultivos celulares a 120 h continuas con tratamiento con CasNa. Los
resultados muestran un incremento significativo de la diferenciacién celular de células bl3sticas a

monocitos, con respecto al control, hacia monocitos (Tabla 2).

TIEMPO CONDICION MONOBLASTO PROMONOCITO MONOCITO
Control 82+2 1448 415
72 h
CasNa 59+3* 35+1* 6+4
Control 7745 5+1 18+2
120 h
CasNa 10+8* 12+3%* 78+2*

Tabla 2. Diferenciacién morfolégica de J774 a diferentes tiempos de cultivo en presencia y ausencia de
CasNa. Tincién con Wright conteo de 100 células por condicién. Control: PBS, CasNa 2 mg/mL. Significancia
estadistica * p<0.05 respecto al control. ANDEVA prueba Dunnet p<0.05
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EL COCULTIVO DE CELULAS LEUCEMICAS J774 CON CMN DE MON EN PRESENCIA DE CASNA TIENE
MENOR PROLIFERACION COMPARADO AL CULTIVO INDEPENDIENTE DE CMN DE MON/CASNA

Una vez que confirmamos que CasNa actua de manera diferencial sobre cultivos individuales de células
leucémicas y hematopoyéticas normales, en la misma concentracion y tiempo de exposicion,
analizamos la proliferacién de la poblacién de cultivos individuales y cocultivo de células J774 y CMN.
Los resultados mostraron que la proliferacién de ambos tipos celulares en cocultivo sin CasNa reduce
ligeramente la proliferacién observada en el cultivo individual de CMN de MO (Figura 4A). Ademas la
presencia de ambos tipos celulares en presencia de CasNa es similar al cultivo individual de CMN de
MON sélo. No obstante que al adicionar CasNa al cocultivo se observa una ligera disminucidn de la

proliferacion (Figura 4A), la viabilidad se mantiene por arriba del 80% (Figura 4B).
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Figura4. Células J774, CMN y cocultivo de ambas con o sin CasNa. A) Proliferacion celular evaluada por la

técnica de cristal violeta B) Viabilidad celular evaluada por azul tripano. Resultados de tres repeticiones
independientes. Se muestra promedio y desviacion estandar. ANDEVA prueba Dunnet p<0.05
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LAS CELULAS J774 INDUCEN LA MUERTE DE RATONES BALB/C INOCULADOS, Y EL CASNA MEJORA LA

SOBREVIVENCIA DE ESTOS RATONES LEUCEMICOS

Se analizd el efecto de la administracién intraperitoneal de 1x10° células J774, sobre la induccién de
letalidad y en el estado general de salud del ratén sin y con tratamiento de CasNa; se consideraron
grupos control de sdélo células leucémicas J774, tratamiento con CasNa o vehiculo (PBS), vy
antineoplasico Ara- C. Los ratones inoculados con 1x10° células J774 mostraron las caracteristicas de la
leucemia con incremento de peso (Figura 5A), y presencia de tumoraciones en los érganos blanco,
higado y bazo, ademas de presentar fuerte distensién abdominal y hemorragias intraperitoneales,
signos inequivocos de leucemia (Figura 5B, 5C, 5D).

Con respecto a la sobrevivencia, los resultados muestran que las hembras mueren a partir del dia 50,
mientras que los machos sélo después de 70 dias (Figura 6B y 6A, respectivamente); ademas se muestra
que la sobrevivencia de los machos con tratamiento de CasNa fue del 50% mientras que la de las
hembras fue del 60%. Todos los individuos del estudio presentaron las tumoraciones en higado y bazo,
y tumores en todo el intestino, se realizd un indice al dividir el érgano entre el peso corporal y se
encontraron diferencias respecto al género. Particularmente, en los machos los sintomas aparecieron
antes que en las hembras y en aquellos ratones que fueron tratados con CasNa, las tumoraciones, si
existian, eran de un tamafo reducido como se muestra en los cocientes de bazo, higado y tumor

respecto al peso total del individuo de estudio (Figura 5B-5D).
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Figura 5. Implantacion del modelo de leucemia monocitica con J774. A)Registro de peso de ratones BALB/c inoculados

con 1x108 células J774, B)indice esplénico, C) hepatico y D) tumoral de ratones BALB/c hembras y machos inoculados
intraperitonealmente con 1X108 células J774. Cada punto representa la media + la desviacion estandar de al menos tres

ensayos independientes. Valores significativos en la ANDEVA prueba Dunnet *p<0.05.
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Figura 6. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) del modelo murino de Leucemia Monocitica inducida
por la Linea celular J774, con o sin tratamiento de CasNa. Se evalud la sobrevivencia de ratones BALB/c
machos y hembras, inoculados con 1.0x108 células J774 por via IP (intraperitoneal). (n=10).
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LAS CMN DE MO OBTENIDAS DE RATONES QUE SOBREVIVIERON LA INOCULACION DE CELULAS J774
Y EL TRATAMIENTO CON CASNA, SON INCAPACES DE PROLIFERACION IN VITRO EN AUSENCIA DE
IL-3

Para determinar si aun persistian células J774 en los ratones BALB/c que fueron tratados con CasNa y
que sobrevivieron durante 260 dias, se evalud la proliferacién de células mononucleadas de MON
obtenidas de esos ratones, y se compararon con células mononucleadas de médula dsea de ratones
sanos. Los resultados mostraron que las CMN de MO de ratones sobrevivientes tratados con CasNa no
tenian la capacidad de proliferar in vitro en ausencia de rmlL-3 (Figura 7), sugiriendo que CasNa induce

la purga de células de leucemia J774 en los ratones.
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Figura 7. Evaluacién de carga leucémica posterior al tratamiento. Proliferacion de células mononucleadas de
meédula ésea de ratones BALB/c sobrevivientes, con o sin 5 ng/mL de rmIL-3. Control: CMN de MO de ratones
sanos; CasNa: CMN de MO de ratones sobrevivientes al inéculo de J774 con tratamiento de CasNa. Técnica
cristal violeta. Ensayo representativo.
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DISCUSION DE RESULTADOS
Uno de los grandes problemas a resolver en la terapia de la LMA, es curar o incrementar la
tasa de sobrevivencia libre de enfermedad o a largo plazo (Tallman et al, 2005), panorama que
hace crisis si la edad del paciente es superior a 65 afnos, ya que los tratamientos intensivos
son poco tolerados o inducen muerte rapidamente, por lo que la tasa de supervivencia a 5
afios es de apenas del 10 % (Visani et al 2000). Ademas, posterior a un tratamiento de
quimioterapia para LMA con epipodofilotoxinas y antraciclinas (Pui et al, 1995), se han llegado
a presentar leucemias secundarias particularmente del subtipo LMA (FAB) M5 6 leucemia
monocitica aguda, uno de los subtipos de leucemia mas dificiles de tratar independientemente
si es primaria o secundaria (Tallman et al, 2004; Al-tawfiq J & Al-khatti A, 2007; Muller et al,
2004; Creutzig et al 1987; Porcu y Cripe, 2000; Schwonzen et al, 1989; Cuttner et al, 1980;

Dutcher et al, 1987).

Dado que la sobrevivencia a largo plazo libre de Leucemia Monocitica Aguda en pacientes de
edad avanzada es tan soélo del 5% (Bennet et al, 1997; Laubach & Rao, 2008), se necesita
encontrar otras estrategias de tratamiento, para lo cual es util el uso de modelos de leucemia
en raton empleando a la linea leucémica monocitica de raton J774, que se reconoce como un
modelo de leucemia tipo M5a (Kasukabe et al 1987b; Tallman et al, 2004), un subtipo de LMA
poco estudiado (Kasukabe et al, 1987a y b; Tarnowski et al, 1979; Castano et al, 2008). Por lo
anterior, en este estudio se analizé el potencial antineoplasico del caseinato de sodio (CasNa)

en un modelo de leucemia empleando la linea celular J774.

Se ha mostrado que el Caseinato de Sodio, una sal de caseina abate la proliferacién de
diferentes lineas celulares leucémicas, pero no de células hematopoyéticas normales in vitro

(Ramos-Mandujano et al, 2008), mientras que favorece la granulopoyesis in vivo en ratones
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sanos (Dominguez et al, 2012). Ademas, existen antecedentes que han demostrado que la
caseina y algunos péptidos derivados del mismo tienen un papel en la regulacion de la
respuesta inmune (Wong et al, 1996), ya que modulan la funcion de linfocitos, neutréfilos y
macrofagos (Pessi et al, 2001; Wong et al, 1996). Nuestro grupo de trabajo demostré que en
periodos cortos de tiempo 72 h de cultivo (Aguifiiga 2008), el CasNa reduce la proliferacion
de la linea de leucémica monocitica J774 , de manera dosis respuesta y sin afectar su
viabilidad, e induciendo diferenciacion celular de células blasticas a promonocitos (Aguifiga
2008), lo cual corroboramos en este trabajo (Figura 1); sin embargo no se ha mostrado si el
CasNa en un cocultivo de células leucémicas con células hematopoyéticas normales elimina

0 no a ambos tipos de células.

Debido a que la médula 6sea se cultiva por 120 h, y nosotros requerimos realizar el cocultivo
bajo estas condiciones, primero se analizoé la respuesta de J774 en cultivo por 120 h de
exposicion al CasNa, se encontré que inhibe la proliferacion y se induce diferenciacion de las
células tumorales (Figura 2B y Tabla 2), lo cual coincide con reportes previos pero en cultivos
a 72 h (Aguifiiga 2008; Ramos et al, 2008). Una explicacion de la reduccion de la proliferacion
puede relacionarse al incremento en la diferenciacion de las células (Guo y Hay, 1999; Smith,
2003), diferenciacion que observamos en este trabajo (Tabla 2). Por otro lado, también
encontramos reduccion de la viabilidad celular de J774 (Fig 2C), la cual puede ser explicada
por induccidn de diferenciacién celular (Lee et al, 1998; Valeri et al, 2010). Todo lo anterior
plantea un escenario en el que el CasNa permite reducir la proliferacion mientras se lleva a
cabo al mismo tiempo la diferenciacion hasta macrofago de las células malignas, todos
elementos fundamentales para controlar el crecimiento y desarrollo de malignidades (Hanahan

D & Weinberg RA 2000).
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Con la finalidad de establecer las condiciones para un cocultivo de células mononucleadas
normales con leucémicas, y considerando que las células mononucleadas requieren de suero
fetal bovino, suero de equino e interleucina 3 (IL-3), se considero pertinente establecer si las
células leucémicas J774 proliferan bajo estas condiciones y se encontré que proliferan sin
problemas (Figura 3B), por otro lado cuando se adicionaron 2 mg/mL de CasNa al cultivo
individual de 120 h de células leucémicas J774 se redujo la proliferacién (Figura 2A), pero la
misma concentracién de CasNa, en el mismo tiempo de estimulo, favorece la proliferacion de
CMN de MON (Figura 3A) en un cultivo independiente, lo cual concuerda con lo reportado
previamente (Dominguez et al, 2012). Sin embargo, el cocultivo de ambos tipos celulares en
presencia de CasNa disminuye la proliferacion con respecto al cultivo de CMN de MON con
CasNa (Figura 4A). Debido a que CasNa inhibe la proliferacion de células J774 en cultivos
independientes, pero no asi de médula 6sea normal, la unica explicacion de la reduccion de la
proliferacion en el cocultivo se debe a la reduccion de la proliferacion de células leucémicas.
La inhibicion de la proliferacion del cocultivo de células leucémicas con células normales llama
la atencién puesto que se ha publicado que el contacto de células malignas (LLC) con células
normales induce la transformacion maligna de las células normales inhibiendo el proceso de
apoptosis (Lagneaux et al, 1986). Ante estos hechos seria interesante analizar en un futuro el
mecanismo por el cual se reduce la proliferacién en el cocultivo, y si el CasNa puede ayudar a
purgar las células de medula 6sea de pacientes con leucemia dejando solo a las células
normales, una estrategia para tratamiento de leucemias explorado pero con poco éxito por los

efectos toxicos colaterales (Garcia-Castro et al, 2003; Rizzieri et al, 2003).

Los resultados previos sugieren que las células leucémicas monociticas son eliminadas en un
cocultivo y no las normales, una forma de mostrar este hecho es que el CasNa prolongue la

sobrevivencia de ratones leucémicos tratados. En este sentido, nuestros datos indican que el
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CasNa rescata de la muerte tanto a machos como hembras tratados, abatiendo la
sintomatologia caracteristica del individuo leucémico (Figura 5), lo cual es un buen pronéstico
para abatir esta enfermedad, y un evento que no ocurre en los reportes existentes en este
modelo a pesar de usar diferentes tratamientos con antineoplasicos (Castano et al, 2008;

Anatelli et al, 2006; Tarnowski et al, 1979).

En este modelo de leucemia monocitica, también se encontré que los machos tienen una tasa
de sobrevivencia mas reducida que las hembras (Figura 6), lo cual coincide con los reportes
de sobrevivencia en humanos (Tallman et al, 2004); pero interesantemente, los sobrevivientes
tratados con CasNa no tienen células leucémicas en la médula 6sea ya que las células
mononucleadas obtenidas de éste tejido, no proliferan en ausencia de IL-3, lo cual si ocurre en
el modelo de leucemia empleando la linea leucémica mielomonocitica de ratéon WEHI-3
(Ledesma et al, 2012). El aumento de la sobrevivencia por efecto de CasNa es un evento que
de acuerdo a la literatura, por si mismo es considerado evidencia de inhibicion del crecimiento
de las células leucémicas in vivo (Yoon et al., 2008). Estos datos refuerzan la hipotesis de que
el CasNa puede eliminar a las células leucémicas sin dafiar a las normales, en otras palabras,

puede favorecer la purga de médula 6sea.

También se considera que el CasNa debe activar mecanismos mas alla de un simple proceso
inflamatorio, puesto que otros agentes como Zymosan o tioglicolato, que se sabe aumentan
los niveles de citocinas proinflamatorias (IL-1 beta, TNF-alpha, MIP-2, MCP-1/CCL2)
(Chadzinska et al. 2001; Matzukawa et al., 2005), pero no tienen el efecto inhibidor en leucemia
y en este trabajo mostramos que ninguno de los ratones sobrevivientes con tratamiento de
CasNa mostraron signos de enfermedad (Figura 6, 7). Adicionalmente, aunque los macrofagos

son parte de la respuesta inmune innata participan activamente en muchos aspectos de la
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inmunidad y pueden contribuir tanto a la destruccién de tumores en su caso via citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (Ralph & Nakoinz, 1981), asi mismo los neutrdfilos al estar
involucrados en la eliminacion de células durante el rechazo de un injerto, han sido
consideradas como ceélulas con un interesante potencial antitumoral, asi se ha demostrado por
ejemplo, en carcinoma gastrico que estan asociados a la recuperacion del paciente (Caruso et

al, 2002).

Los resultados de este trabajo demuestran la capacidad del CasNa para el tratamiento de la
leucemia tipo M5, enfermedad dificil de erradicar aun con los antineoplasicos hasta ahora
empleados (Tarnowsky et al, 1979; Castano et al, 2008), donde los tratamientos
convencionales siempre son fatales, y s6lo una mezcla de terapia fotodinamica con dosis bajas
de ciclofosfamida induce la sobrevida a 66% pero sélo sobreviven 120 dias, con amputacion
de extremidades invadidas con células J774 24 h después del indculo (Castano et al, 2008).
En cambio, nuestro tratamiento con CasNa y sin amputacion de extremidades, se incrementa
la sobrevida al 40% y 60% en machos y hembras respectivamente por mas de 2 afios libres
de enfermedad puesto que el cultivo de las CMN de MON obtenidos de estos individuos no
proliferan en ausencia de IL-3; esto es sumamente relevante si recordamos que en humanos,
en los casos clinicos se reporta que la tasa de sobrevivencia a 5 afos es de solo el 10% y a
largo plazo sélo del 5%, asi nuestros datos sugieren que los pacientes con leucemia M5
pueden beneficiarse del tratamiento con CasNa, incluso en aquellos pacientes que dificiimente
sobreviven a un tratamiento intensivo, independientemente si es una leucemia primaria o

secundaria.

Por otro lado, el hecho de que el CasNa elimine toda evidencia de presencia de células

leucémicas en aquellos individuos que sobrevivieron a la enfermedad, sugiere que el CasNa
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elimina selectivamente a las células leucémicas, un principio basico para explorar, en un futuro,
una purga de células leucémicas y que favorezca ademas la proliferacién de células normales,
herramienta de utilidad para un trasplante autdlogo en el tratamiento de malignidades

hematoldgicas (Lee et al, 2003).
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CONCLUSIONES

In vitro, la inhibicion de la proliferacion de J774 por estimulo de CasNa es tiempo dependiente,
y si afecta la viabilidad en cultivos a tiempo prolongado, siendo responsable ademas de la
induccion de la diferenciacion hacia monocito-macrofago. Ademas el CasNa es responsable
de inhibir la proliferacion de los cocultivos de J774 aun en presencia de CMN de MON

In vivo, las células J774 inducen letalidad a ratones BALB/c inoculadas con 1x10°8 células, y el
CasNa inyectado intraperitonealmente mejora la sobrevivencia de estos ratones leucémicos,
incluso mejor sobrevivencia que el antineoplasico Ara-C. Esto es evidenciado por la ausencia
de CMN de MO capaces de proliferar en ausencia de rmlL-3, células obtenidas posterior al
tratamiento de CasNa de ratones sobrevivientes y recuperados en salud.

El mecanismo por el que estos eventos favorables de CasNa aun no es claro, de ahi que se

necesitan mas estudios al respecto.
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PERSPECTIVAS
Los resultados obtenidos dejan incégnitas que aun deben resolverse, una de ellas es
comprobar si existe diferenciacién funcional en los cultivos de células leucémicas J774 a 120
horas en presencia de CasNa, asi como identificar si existe apoptosis en el cultivo de J774 a
120 h, ya que eso permitira corroborar que la caida de la viabilidad es ocasionada por la
diferenciacién de las células; prueba que también debe realizarse con los cocultivos de células
leucémicas J774 con CMN de MON de raton, a través de emplear técnicas sensibles a
apoptosis o necrosis.
Por otro lado, es importante corroborar que las CMN de MO de los ratones sobrevivientes al
in6culo de J774 y tratamiento con CasNa ya no tienen carga leucémica alguna,
reinfundiéndolas en ratones sanos y evaluando la presencia de la sintomatologia de la
enfermedad, evento que dejaria en evidencia la purga in vivo de estas células leucémicas.
En este sentido, y debido a que encontramos que CasNa actua selectivamente tanto in vitro
como in vivo, el CasNa es también una propuesta para purgar ex vivo las células leucémicas
de la médula 6sea en pacientes con edad avanzada, y por consecuencia, poca resistencia a
los tratamientos intensivos con antineoplasicos; y reinfundirlas al paciente en un trasplante
autdlogo ya libres de células leucémicas.
También es importante evaluar, si existe alguna combinacion de CasNa/antineoplasico como

un tratamiento que acelere la purga de células leucémicas tanto in vivo, como ex vivo.
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Sodium Caseinate Induces Increased Survival
in Leukaemic Mouse J774 Model
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Abstract. Background: Acute mveloid levkaemia s a
neoplastic discase of haemaropoietic siem cells. Althaugh there
have been recent advances regarding its treatment, mortality
remains high. Consequently. therapentic olrernatives coninie
te be explored. In the present report, we present evidence that
sodium caseinate (CasNa), a salt of the v incipal proicin in
milk, mav possess important  ani-lewkaemic properties.
Materials and Methads: 1774 lewkacimia macrophage-like cells
were cultwed with CusNa and proliferaiion, viabiliry and
differentiation were evaluated. These celis were also inocolared
into BALBlc mice as a model of levnkenua. Resulis: We
demonserated thar CasNa ihibits the m vitro proliferation and
reduces viability of J774 cells, and leads o i cased siorvival
i vive i a leukaemic mouse model. Conclusion: These dawa
indicate that CasNa may be useful in lenkacmia therapy.

Acute myeloid Jeukacmia (AMLY is a ncoplastic discase of
blood stem cells that is characterized by the continuous clonal
proliferation of myeloid precursors that fail to differentiate or
mature into terminal cells (1), The M3 subtype, or acute
monocytic leukacmia, cisplays charactenstic clinical features,
and the disease is associated with a poor prognesis compared
to other subtypes of AML, although this has not been clearly
established (2-4). Most importantly, this disease may develop
after chemotherapy. particularly following epipedophyllooxin
and anthracycline trearments (5). Thus, cases of M> AML
have been reported in patients with breast cancer and all of
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these AML casces were fatal. The increased crude incidence
of AML is statistically significant (6). Despite the importance
of the M5 sublype of leukaemia, very few studies on new
drugs designed 1o treat this discase have been reported.
Cascin. the principal protewn in milk and an important
component of the human diet, could be usetul in leukacmia
treatmient because it acts as a proliferation and activalion
rezulator and as an activator of blood cells. For example,
beta-casein, a component of bovine cascin, has been found
to ectivate free radical production in granulocyres and to
induce lymphocyte prolileration (7). Cascin also functions as
an inflammatory agenl that can induce the migration of
myelod and lympheid cells into the peritoneal cavity (8). We
have recently shown that sodium cascinate (CasNa), a salt of
casein. inhibits the proliferation of several leukaemia cell
lines, including the 1774 leukaemia macrophage-like ccll line
(9), a model of mactophage-like wmour M5 AML (10, 11).
The present study was performed to determine whether
CasNa excrts anti-leukaemic effects i vive as it does in vito.

Materials and Methods

Experimental enfmals. Female BALB/c mice between § and 12 wecks
of age were used and mantained in pathogen-frec conditions. The
experiments were carried out in the animal fucility of Zaragoza
School of Advanced Studies, National Autonomous University of
Mexico in accordance with the imstitutional guidelines. The mice were
provided with autoclaved water and fed a standard powdered yodent
diet ud Bbitom, All experimental protocols were approved with the
nuraber FESZ/DEPI/CI/128/14 by the Ethics Committee of Zaragoza
Facully of Advanced Studies, in accordance with the nativnul and
international reguiations for the care and use of experimental animals,

Cell culture. The 1774 leukacmia macrophage-like cell line was
obtained from tne American Type Cultnre Collection (ATCC)
(Rockville, MD, USA). The cells were cultured in hydrophobic
surface Peni dishes (Sarstedt AG & Co,, Germany) with [scove's
modified Dulbeceo’s medium (IMDM) (Gibeo-BRL, Carlsbad, CA.
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USA) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS) (Gibeo-
BRI Carlsbad. CA. USA). 100 umitssml pemicitlin and 100 pg/mi
streptomycin (Sigma-Aldnch. SL Louis, MO_ USA). The cells were
mamtsined 0 2 humudified stmosphere with 5% €O, at 37°C. and
the culture medium was changed every (wo days.

Sodivm caseinare. CasNa (Spectrum. New Brunswick, NJ, USA)
was dissolved in phosphate-buffered saline (PBS) ar a concentration
of 100 mg/ml Autoclaved diletions were prepared with PBS to
yield concentrations of 0.5, 1.0 and 2.0 mghn..

Proliferanion assav and cell viability. To evaluate cell proliferation,
Ix10% 1774 leukaemia macrophape-like cells were cultured for
2 I with a range of CasNa concentrations (0. 0.5, 1.0 or 2.0 mg/ml)
1 96-well plates (Corning Costar. St. Louis, MO, USA). Prolileration
was assessed by direct quantification using u Neubouver chamber, and
Trypan blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. LiSA) exclusion assays
were employed to determine the aumber of viabie cells in cach
culture; unstained cells were counted as viable, The results are
expressed as the mean pereentage of cell viability Lstandard deviation
(SD) ol wiplicate cultures. Additionally, an assessment ol the J774
cells (in the presence or absence of 2 mg/ml ol CasNa) at 24 h
miervals for up 1o five days was cumied oul and representative
photographs of cell morphology were taken.

Sultorhodamine B (SRB) assay. To evaluate cell viability. 1x104
J774 cells were cultured for 120 a with CasNa (2 mg/ml) in 96-
well plates (Corning Costar, Si. Louis. MO, USA) and
subsequently assessed using the SRB colorumelric est (Sigma-
Aldrich, St. Lows, MO, USA). Briefly, trichioroacenc acid was
added 1o cach well 10 fix the cells, which were then incubated wt
4°C for 1 h und washed several times. The plates were dried al
mom temperature, and SRB dve (049 acene and 1% dilution)
was added and the cells incubated for a further 5 min ul room
temperature to stain cells, The plates were thern washed with %
aceltic ucid and dried at room temperature. Finally. the dye was
solubilised with Tris base (pH 10.5). and the absorhance was
determined nsing a plate reader (Tecan Spectra, Gridig, Austria) at
a wavelength of 550 nm. The results are expressed as the mean
percentage of cell viabilitysstandurd deviatinn (SD) of triplicate
independent cultures.

Establishiment of the lewkaemia mouse model. 1774 cells were
wished twice with PBS, quantificd with Trypan bluc to confirm
>95% viability, and adjusted 1o a density of |1.0x10% cells/0.5 ml.
BALB/c nuce (females and males) were divided ito four groups ot
cight mice each, mjected mtraperitoneally (1p.) with 1774 cells, and
momtored for survival. Upon death, the nuce were weighed and
spleens, livers and tumour samples were obtained und weighed
individually; respective indices were determined s the ratio of
either wumour or organ weight to body weight.

Antileukaemic acrivity in BALB/c mice. Four groups of cight
BALB/c mice were used. One group of mice served as the negutive
control treated only with PBS (1 m! injected 7.p.). and the three
remaining groups were injected i with 0.5 ml of J774 cells.
These three groups were treated with PBS, CasNa (1 ml of CasNa
10% in PBS), or 0.5 mg/ml of arabinofuranosy! cytidine (Ara-C:)
(Lamery. DF Mexico). an antineoplastic agent. starting 48 h after
cell inoculum and every 48 h thereafter. The treated groups and

820

contrel groups were observed for survival. At the end of treatment
senes, the nice were sacnficed and the issucs were weighed
mdividually.

Presence of mononaclear cells in the bone marrmy of BALB/c mice
Total bone marrow cells from mice that survived the moculation of
1774 cells and were treated with CasNa or Ara-C were extructed
from the femur and Mushed with IMBM supplemented with 10%
FBS. Monoauclear celis (MNCs) were isoiated {rom totul cells via
gradient separation with Ficoll-Pague (Amersham Biosciences AB.
Uppsala. Sweden) at a density of 1077 giml and they were washed
twice with PRS. MNCs were cultured for 120 h in IMDM
supplemented with 18% v/v) FBS, 5% (v/v) horse serum (Gibeo-
BRL, Curlsbad. CA. USA) and 5 ng/ml recombinant maouse
interleukin-3 (rmlL3; R&D System., Minneapolis. MN, USA) or
PBS. The cells were cultured in a humidified atinosphere with 57
COs at 37°C for a maximunm duration of 120 h, cell proliferation
was then assessed as previously described.

Stavisticel analyses, All individual experiments were carried out in
tphicate. All experiments were repeated three times, and the values
we expressed graphically s the average values#SD. One-way
ANOVA was vsed for swtistical analysis. and p<0.05> was
considered statstically signilicant. Statisucal soltware (SPSS, Inc .
Chicago, IL, USA)) was used 1o perform the 1nalyses.

Results

CasNa inhibits proliferation without affecting viebility of
J774 cells, bur induces differentiaiion. CasNa was able 1o
whibit the proliferation of 3774 leukacmia cells. as we have
shown  previously (93 Assessment Neubauer
quantification shows rhat CasNa at T and 2 mg/ml inhibits
proliferation without affecting cell viability, while inducing
an incrcase of maciophagic differentiation (Figure 1A-D).

vid

CasNa inhibits proliferation of J774 cells in a time-
dependent manner and reduces viability after 120 It of
stimulation, as does Ara-C. We extended the culture time in
the presence of 2 mg/ml CasNa und evaluated the
proliferation and viability at 24-h intervals. The results show
that after 48 h. CasNa inhibited the prolitcration of 1774
cells (Figure 2A). Interestingly. a Trypan blue exclusion
assay revealed that J774 cell viability significantly decreased
at 120 h (Figure 2B). Moreover, to compare this inhibition
of viability with respect to the anti-neoplastic agent Ara-C,
an SRB assay, revealed that CasNa induced a greater
reduction in J774 cell viability (Figure 2C).

Establishment of a BALB/c-J774 leukaemia model. After
determining that CasNa inhibits the proliferation ol 1774
cells, and reduces cell viability, as does anti-neoplastic Ara-
C. we developed a murine leukaemia model with this cell
line to evaluate the antileukaemic potential of CasNa. Our
results show that animals (female or male BALB/c mice)
challenged with J774 cells developed major splenomegaly,
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hepatomegaly and solid tumours (Figures 3A-C). thereby
resulting in the death of both femnale and male mnice. before
one hundred days (Figure 4).

CasNa reduces splenvineguly, hepatomegaly and rumour
burden, while it increases the survival of nuce inoculated with
J774 cells. Leukaemia was induced using 1774 cells as
described previously, and our results show that treatment with
CasNa sigmficanily reduced splenomegaly, hepatomegaly and
the presence of solid umours (Figures 3A-C). We observed
that all animals that were not treated with CasNa died before
100 days. while those treated with CasNa survived for a longer
period, with 60% survival after 160 days in females and 50%
survival in males. A Kaplan-Meier (log-rank?} test was run and
we found that the thuee treatments were significantly different
(p<0.05) between PBS vs, CasNa, PBS vs Ara-C or CasNa vs
Ara-C. (Figures 4A and B). Overall. the increased survival of
mice treated with CasNa, and the cecreased splenic, liver and
tumour index indicate that CasNa also the
proliferation of J774 cells in vivo.

inhibits

Mononmiclear hone marrew cells isolated from mice that
survived the inoculation of 1774 cells treared with CasNa are
unable to proliferare in vitro in the absence of rmfl.3. We
aimed to determime whether 1774 cells persisted in BALB/c
mice treated with CasNa that survived for 260 days.
Therefore, we evaluated the proliferation of bone
MNCs derived from these mice compared with that of bone
marrow cells from healthy mice. Our results show that the
MNCs in the bone marrow of mice that survived the
inoculation of J774 cclls and were treated with CasNa are

marrow

unable to proliferate in vitro in the absence of rmIL3 (Figure
3D). Therefore. our results suggest that CasNa induces cure
of J774 leukaemia macrophage-like cell-induced leukaemia
in surviving mice

Discussion
One of the major problems concerning nnproved AML

therapy is the long-term, low rate of disease-free survival
(12): the scenario is worsened if the patient is over 65 years
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of age. when intensive treatments are poorly tolerated or
induce rapid death (13). Furthermore, after a course of
chemotherapy for AML with epipodophyllotoxins  and
antaracyclines, it has been found that patients develop
secondary leukacmias, particularly the M3 FAB sublype or
AMI. or acute monocytic leukacmia (14},

Our recent studies have shown that CasNa, a casein salt,
reduces the proliferation of various leukaemia cell lines, (but
not normal hematopuietic cells) in virre while promoting
granulopoiesis in healthy mice in vive (15). Although we
found that CasNa reduces the proliferation of leukaemia
cells, it was unceriain whether prolonging the exposure time
also affected viability and differentiation, two key elements
in the physiology of leukaemia cells closely associated with
malignant growth (16).,

Previously, we obssrved an increase in monocytic
differentiation by 72 h which did not ncgatively affect
viability. Notably, by mcreasing the treatment time to 120 h,
cell viability dropped to 80%. However. we consider it
important 1o clearly identify the transinon of 774
monoblastic cells to fully-differentiated and functional J774
monocyte-macrophage, therefore, in the future. we aim to
analyze whether differentiation is associated with a specific
induction of the cell death path.

The establishment of murine leukaemia models using
leukaemia cell lines is considered ideal for the study of
possible therapeutic drugs (17). Unfortunately, although
monueytic leukaemia is the most common sublype among
secondary leukaemias (14) and is difficult 1o reat, and few
monocytic leukacmia models have been reported (10, 11, 18).
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Therefore. we evaluated whether the inoculation of J774
monocytic leukaemia cells (19) generated from the murine
BALB/c. induced macrophage tumours, as reported by others
(10, 11).

Injection of this cell line 7p. into both male and female
mice proved to be lethal, and all mice displayed similar
symptoms. despite the gender of the animals. This appears
to contrast with the incidence of monocytic leukacmia with
litle differentiation (M3a) in which there is a greater
tendency for patients to be male (males: 57%, females: 43%)
(14). However. considering the time point of the first
symptoms, our results suggest that males are more likely to
develop the disease earlier than females: in this sense, we
wonder if CasNa could prolong survival in a sccnario of

worst disease. Males treated with CasNa had extended
survival compared to those thal were not freated or to
animals that received Ara-C., which hac been used as an anti-
neoplastic control in in vive models (11). Our data are
consistent with the work of Castano er al., in which mice
inocutated with J774 cells, either untreated or weated with
anti-neoplastic  cyclophosphamide, had similar survival
curves, and in all cases the mice died (10). Interestingly, the
prolonged survival of leukaemic mice via CasNa trearment
is considered as evidence of growth inhibition of leukaemia
cells in vive (20).

A common problem with leukaemia treatment is the
presence of minmimum residual disease responsible for relapse
(21); the problem is exacerbated with the M5 subtypes. which
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have high incidence n secondary leukaemias 122). No specitic
surface muarker of 1774 cells has yet been reported, howeves,
the presence of residual malignant cells in the hone marrow
car: be established by assessing in vitro proliferation in the
absence of growth factors (23). Interestingly. when we
cultivated MNCs 1solated from surviving mice inoculated with
JT774 and wreated with CasNa, we found no evidence of MNCs
that were capable of autonamous proliferation. Because cell
proliferation in the presence of rmlL3 was similar in healthy
mice and Jeukaemia survivors, these data suggest that CasNa
treatment may bhe a curative alernative in this macrophage
tumour model.

While it is clear that CasNa promotes survival, the
mechanisms of m vivo antileukaemic action are unknown. In
this regard, recently, we observed that {.p. administration of
CasNa into healthy mice induces the production of cytokines
in both the plasma and bone marrow (15); therefore. the
amtitumour properties described herein would seemn to result
from the massive induction of inflammatory cell migration
into the peritoneal cavity (24) either vie bioaclive
components of CasNa (25) or the secretion of growth factors,
or differentiation or inflammatory systemic action (26).
Additionally, we believe that CasNa must activaic
mechanisms beyond a simple inflammatory process becanse
although other agents, such as zymosan or thioglycollare,
increase the levels of proinflammatory cytokines (IL1[J,
TNF-a. MIP2 and MCP-1/CCL2) (27, 28), they have no
inhibitory effect on proliferation of hematopoietic leukaemic
cells. On the other hand, CasNa also promoted normal
haematopoiesis in healthy mice. representing a suitable
therapeutic framework in which leukaemic cells are reduced,
and favouring the immune response, such as granulopoiesis,
to counter the leukemia cells.
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In conclusion, CasNa prolongs the survival of mice that
were lethally-inoculated with 1774 cells, which represents
clear evidence of antilenkaemic activity.
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