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Resumen

La Fludarabina (Flu) es un analogo de adenosina utilizado para el
tratamiento de enfermedades linfoproliferativas de bajo grado, en particular la
leucemia linfatica crénica de células B (LLC-B). La terapia con Flu suele
provocar reacciones adversas, siendo las mas frecuentes la inmunosupresion
que se asocia con complicaciones infecciosas y la apariciéon de fenbmenos
autoinmunes. Teniendo en cuenta que se desconoce si las distintas
poblaciones leucocitarias circulantes son igualmente sensibles a la accidn
citotoxica de Flu, el primer objetivo de esta Tesis fue investigar la
susceptibilidad de monocitos, granulocitos neutrdéfilos, eosindfilos, linfocitos B y
T, células NK y células dendriticas a la Flu. Los resultados obtenidos
demuestran que todas las poblaciones de células mononucleares periféricas
son susceptibles a la actividad pro-apoptética de Flu, mientras que, por el
contrario, los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos y eosindfilos resultaron

ser resistentes.

Dado que el tratamiento de pacientes leucémicos con Flu induce una
marcada linfopenia T que afecta particularmente a la subpoblacién CD4", se
analizé la susceptibilidad in vitro de las poblaciones T CD4" y CD8" a la droga.
Llamativamente, el cultivo con Flu indujo mayores niveles de apoptosis en los
linfocitos T CD8" que en los CD4", tanto en dadores normales como en
pacientes LLC-B. Para tratar de identificar las causas subyacentes en la distinta
susceptibilidad a la Flu de las poblaciones de linfocitos T se analizaron los
niveles de expresiéon de las principales moléculas involucradas en el transporte
y metabolismo de Flu. Se encontré que la poblacion T CD8" presenta una
relacion quinasa dCK/nucleotidasa cN-Il superior a la que presenta la poblacion
T CD4", lo que sugiere que la mayor susceptibilidad de los linfocitos T CD8" a
Flu in vitro podria deberse a una acumulacion aumentada del metabolito activo
de Flu, F-ara-ATP.



En la segunda parte de esta Tesis se investigo si la Flu era capaz de
alterar la funcionalidad celular, mas alla de su actividad pro-apoptotica. Estos
experimentos se llevaron a cabo en la linea monocitica U937. Los resultados
obtenidos demuestran que bajas concentraciones de Flu inducen la
activacion/diferenciacion de las células U937, evidenciada en el incremento del
tamafo y complejidad celular, como asi también en la mayor expresion de
ICAM-1 e IL-8. Mediante el empleo de inhibidores especificos se demostré que
la induccién de ICAM-1 e IL-8 por Flu depende de la activacién de la via de
MAPK/ERK y de la produccién de intermediarios reactivos del oxigeno. Estas
evidencias plantean la posibilidad de que algunos efectos secundarios
asociados al tratamiento con Flu sean consecuencia de la actividad

inmunorregulatoria de Flu y no de su capacidad citotéxica.



Abstract

Fludarabine (Flu) is an adenosine analog employed for the treatment of
low grade lymphoproliferative disorders, particularly chronic lymphocytic
leukemia of B cells (B-CLL). Flu therapy usually provokes adverse reactions,
being immunosuppression which is associated to infectious complications and
autoimmune phenomena the most frequently observed. Since it is presently
unknown whether the different leukocyte populations in circulation are equally
sensitive to the cytotoxic effects of Flu, the first purpose of this Thesis was to
analyzed the susceptibility of monocytes, neutrophils, eosinophils, B and T
lymphocytes, NK cells and dendritic cells to Flu. The results obtained show that
all of the mononuclear populations from peripheral blood are susceptible to the
cytotoxic effects of Flu, while polymorphonuclear leukocytes neutrophils and

eosinophils were found to be resistant.

Taking into account that Flu treatment of leukemic patients induces a
strong T lymphopenia that particularly affects the CD4" subset, the in vitro
susceptibility of CD4" and CD8" T lymphocytes to Flu was assessed.
Unexpectedly, exposure to Flu induced higher levels of apoptosis in CD8" T
cells from both, healthy donors and B-CLL patients. In an attempt to identify the
subjacent causes responsible for the different susceptibility of T cell subsets to
Flu, we analyzed the level expression of the most relevant molecules involved
in its transport and metabolism. It was found that CD8" T lymphocytes present a
dCK kinase/ nucleotidase cN-Il ratio higher than that from CD4" T cells,
suggesting that the increased susceptibility of the CD8" subset to Flu in vitro
could be attributed to an enhanced acummulation of the active metabolite, F-
ara-ATP.

The second part of the Thesis was aimed to determine whether Flu,
besides its pro-apoptotic effects, was able to modify cell function. These
experiments were carried out with the monocytic cell line U937. The results

show that low doses of Flu induce the activation/differentiation of U937 cells,



which becomes evident for the increase in size and cellular complexity, as well
as for the higher levels of ICAM-1 and IL-8 expression. By employing specific
inhibitors, it was shown that the induction of ICAM-1 and IL-8 by Flu depends on
the activation of the MAPK/ERK pathway and on the production of reactive
oxygen species. Together, these evidences raise the possibility that some of the
secondary effects associated to Flu treatment could be the consequence of the

immunorregulatory activity of Flu rather than of its cytotoxic activity.



INTRODUCCION



1. Analogos de nucledsidos

1 a) Caracteristicas generales:

Los analogos de nucledsidos (AN) constituyen una importante clase de
agentes quimioterapicos introducidos para el tratamiento de enfermedades
hematolégicas y, mas recientemente, de tumores solidos. Esta familia de
compuestos incluye una gran variedad de nucledsidos derivados de purinas y
pirimidinas que actuan como antimetabolitos compitiendo con los nucledsidos
fisiologicos e interactuando con un gran numero de “blancos” intracelulares

para, finalmente, inducir citotoxicidad (1,2).

Los AN mimetizan a los nucledsidos fisiolégicos en términos de entrada
a la célula y metabolismo. Dado que la mayoria de los AN son moléculas
hidrofilicas, requieren transportadores especificos para ingresar a la célula.
Una vez dentro de la misma, deben ser activados a través de una serie de
pasos metabdlicos hasta su derivado trifosfato. Estos derivados activos de los
AN pueden ejercer su accion citotoxica al ser incorporados y alterar las
macromoléculas de ADN o ARN que estan siendo sintetizadas, lo que resulta
en la inmediata inhibicion de la sintesis y en la terminacion de la cadena de
ADN o ARN. Por otra parte, algunas de estas drogas inhiben la actividad de
enzimas claves involucradas en la generacién de nucledtidos (purinas vy
pirimidinas), favoreciendo de esta manera su propia incorporaciéon al ADN.
Finalmente, pueden interferir con enzimas involucradas en la sintesis de ADN,
como la ADN polimerasa, o activar directamente la cascada de las caspasas,

lo que resulta en la induccion de la apoptosis celular.

En los ultimos afnos se han identificado y caracterizado los principales
transportadores y enzimas involucradas en el metabolismo de los nucledsidos.

Por otro lado, se han estudiado también los mecanismos moleculares por los



cuales los AN ejercen su actividad anticancerigena (2) ofreciendo, de esta

forma, oportunidades de potenciar sus efectos antitumorales.

Como se ha sefalado, estos compuestos comparten algunas
caracteristicas generales como el requerimiento de transportadores de
membrana especificos, el metabolismo y la interaccion con blancos
intracelulares. Sin embargo, difieren en cuanto al tipo de transportador que con
mayor eficiencia ingresa un compuesto determinado a la célula y en cuanto a la
“preferencia” por el sustrato con el que interaccionan. Estas diferencias
explicarian por qué algunos AN son mas efectivos contra tumores con alta tasa

de proliferacién y otros contra neoplasias con una evolucion mas lenta.

1 b) Transportadores de nucledsidos y AN:

Los transportadores de nucledsidos son proteinas integrales de
membrana que han sido clasificados segun sus caracteristicas cinéticas. Hasta
el momento, se han descripto siete actividades de transporte diferentes, que

pueden incluirse dentro de dos grandes categorias:

Transportadores de nucledsidos concentrativos (CNT): se clasifican en
funcién de su especificidad de sustrato. Estos transportadores median la
entrada de nucledsidos naturales y AN a las células por un transporte
dependiente de sodio (Na*) con una estequiometria Na*/nucledsido de 2:1
para la forma CNT3 y de 1:1 o 1:2 para las otras (Figura 1) (3,4). Se han
identificado tres isoformas de transportadores CNT (5-8). Los CNTs humanos
son proteinas de 649, 658 y 698 aminoacidos (CNT1, CNT2 y CNT3
respectivamente) que poseen trece posibles dominios transmembrana (8).
CNT1 es un transportador de pirimidina, CNT2 transporta preferentemente
purinas y el recientemente clonado CNT3 transporta nucledsidos de ambos

tipos.



Transportadores de nucledsidos equilibrativos (ENT): facilitan la
difusién de los nucledsidos a través de la membrana plasmatica, segun su
gradiente de concentracion, equilibrando las concentraciones extracelulares e
intracelulares, tanto de los nucledsidos naturales como de los AN. Son
independientes de sodio, transportan los nucledsidos de manera bi-direccional
(Figura 1) y presentan una amplia especificidad de sustratos, aceptando tanto
las purinas como las pirimidinas. Los ENTs son los transportadores de
nucledsidos mas ampliamente expresados en células o tejidos de mamiferos.
Existen al menos cuatro isoformas de ENTs, aunque so6lo dos son
transportadores de nucledsidos presentes en la membrana plasmatica. Se
pueden dividir en un grupo sensible a la nitrobenziltioinosina o NBTI (es), que
se inhibe con concentraciones del orden nanomolar de NBTI, y otro insensible
a NBTI (ei) que se inhibe so6lo con concentraciones de NBTI superiores a 1 yM
(5-10). ElI NBTI es un analogo estructural de la adenosina y la cantidad de
moléculas de NBTI que se une a los transportadores es proporcional al grado
de inhibiciéon observado, con una estequiometria inhibidor/transportador de 1:1.
Los transportadores sensibles a NBTI se denominan ENT1 y los insensibles
ENT2. Todos los ENTs poseen once dominios transmembrana y presentan un
50% de identidad de secuencia entre las dos isoformas de membrana

plamatica de 450 y 452 aminoacidos, ENT1 y ENT2 respectivamente.

Mas recientemente, se han identificado dos nuevas isoformas
denominadas ENT3 y ENT4 en tejidos humanos y de raton (11,12). hENTS3, de
475 residuos, presenta una baja homologia con hENT1 (29%) en contrapartida
con la isoforma murina MENT3 (74%). Tanto hENT3 como mENT3 se
caracterizan por presentar una region amino terminal extensa y muy hidrofilica.
hENT4, de 530 residuos, presenta una homologia del 86% con su ortélogo
murino (13). Ambas isoformas presentan una ubicacién intracelular, no
obstante, y hasta la fecha, se desconocen las caracteristicas cinéticas vy

funcionales de estos dos transportadores.
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Figura 1: Transportadores de nucledsidos

es y ei: transporte equilibrativo y ENTs sus entidades moleculares
N: transporte concentrativo Na+ dependiente y CNTs sus entidades

1 ¢) Metabolismo de nucledsidos y AN:

La sintesis y reparacion del ADN requiere un continuo y balanceado pool
de deoxirribonucledtidos trifosfatos (ANTPs). Existen dos vias metabdlicas que
determinan el pool de nucledétidos intracelular. La primera via es la llamada “de
novo” y se activa en células que estan proliferando. Los nucledtidos
sintetizados por esta via se utilizan en la sintesis de ADN. La segunda via es la
“salvataje”, que es la via principal de produccién de dNTPs en células en
reposo o en G1 del ciclo celular. Los dNTPs sintetizados por esta via son
utilizados preferentemente en la reparacién del ADN (14,15). Esta via involucra
el reciclado de nucledsidos producidos por el catabolismo de acidos nucleicos
(16). (Figura 2).

Los nucledsidos extracelulares y los AN que fueron incorporados a la
célula por los transportadores de membrana ya mencionados, son luego
fosforilados por quinasas especificas para transformarse en nucledsidos
monofosfatos. En mamiferos hay seis quinasas descriptas para estas vias

llamadas deoxicitidina quinasa (dCK), timidina quinasa 1y 2 (TK1y TK2),



deoxiguanosina quinasa (dGK) y uridina quinasa 1y 2 (UCK1 y UCK2). Los
nucledsidos o AN monofosfatos son posteriormente fosforilados por quinasas
monofosfatos (UMP-CMPK, timidilato quinasa, guanilato quinasa and adenilato
quinasa) y finalmente por quinasas de nucledsidos di fosfatos (NDPK) para

convertirse en dNTPs o AN trifosfato funcionalmente activos.

Deoxirribonucledsidos
extracelulares

TTTTTTITTTI T T T T Y|y O T TTT Ty i TIooeoresorrrorivoveTy Membrana
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Figura 2: Representacion esquematica del metabolismo de nucledsidos.

Los nucledsidos son sintetizados en la via de novo o son incorporados a la célula por
transportadores de membrana especificos para la sintesis mediante la via salvage. En
este caso, los nucledsidos son fosforilados por dCK, NMPK y NDPK hasta su derivado
trifosforilado. La actividad de la enzima citoplasmatica 5"-nucleotidasa se opone a la de
dCK, defosforilando los monofosfoderivados. Tanto los deoxirribonucledsidos como los
deoxirribonucleésidos difosfatos (ANDP) en el citosol pueden ingresar a la mitocondria a
travées de transportadores especificos de membrana. Finalmente los
deoxirribonucleétidos son incorporados al ADN o ARN que esta siendo sintetizado.




Dado que las concentraciones de dNTPs intracelulares deben estar
controladas, si el pool de dNTPs excede los requerimientos de la célula para la
replicacion del ADN y su reparacion, el excedente es degradado y eliminado de
la célula como deoxirribonucledtido (17). Existen dos vias catabdlicas
principales: la primera es mediada por deaminasas intracelulares como la
citidina deaminasa (CDA), adenosina deaminasa (ADA) y deoxicitidilato
deaminasa (DCMP-deaminasa). Estas enzimas deaminan
deoxirribonucledtidos monofosfatos (MP) o no fosforilados y ciertos AN.
Algunos AN han sido sintetizados de forma tal que sean insensibles a la accién
de estas deaminasas, impidiendo su degradacion y potenciando, de esta forma,
su accidn. La otra via catabdlica es exclusiva para derivados MP, que son
sustratos de la 5’-nucleotidasa. Esta enzima posee un papel opuesto al de las
quinasas de nucledsidos, disminuyendo los niveles de deoxinucledsidos o AN
fosforilados dentro de la célula. Se han caracterizado varias 5-NT que se

distribuyen en tres clases principales (18):

e 5°-NT unidas a membrana, como CD73.
e 5'-NT citosdlicas llamadas cN-l (Ay B), cN-Il, cN-Ill y cdN.

e 5°-NT mitocondriales, llamadas mdN.

En resumen, cuando la célula requiere dNTPs, los deoxirribonucledsidos
son incorporados a través de transportadores especificos, siendo rapidamente
fosforilados e incorporados a los acidos nucleicos. Estos mecanismos de
transporte y fosforilacion/defosforilacion tan finamente regulados proveen a la
célula de un continuo y balanceado pool de dNTPs (17). Mimetizando a los
nucleodsidos fisiologicos, también son incorporados a los acidos nucleicos los
AN pero, en este caso, su incorporacion conducira en ultima instancia a la

muerte de la célula.



2- Fludarabina

2 a) Caracteristicas generales:

La molécula 9-beta-D-arabinosyl-2-fluoroadenina conocida como
fludarabina (Flu) es un analogo sintético y halogenado de adenosina (Ado)
(Figura 3) que presenta la caracteristica de ser resistente a la deaminacion por

la enzima adenosina deaminasa (ADA) (19, 20).

NHs
N | IN
o FJ%N N)
HO—’TI‘—O—CHQ O
OH HO
OH

Figura 3: Estructura quimica de 9-b-D-arabinosyl-2-fluoroadenina (Flu).

Fludarabina es un analogo de deoxiadenosina que contiene un atomo de flior en su
molécula.

Flu se administra en su forma 59-monofosfato, dado que el grupo
fosfato en la posicién 59 de la arabinosa le confiere la caracteristica de ser
liposoluble. Antes de ingresar a la célula, Flu es rapidamente convertida a su
forma defosforilada (F-ara-A) por la actividad de ecto-5"nucleotidasas (CD73)
que se encuentran ancladas a la membrana plasmatica de diversas
poblaciones leucocitarias (1).



Flu es ampliamente utilizada en oncologia para el tratamiento de
diversas neoplasias hematolégicas. Se ha observado que tiene mayor eficacia
en algunos trastornos caracterizados por una baja tasa de replicacion, como la
leucemia linfatica crénica y el linfoma folicular (20,21). También se la ha
empleado en la terapia de linfomas agresivos y de leucemias agudas y, con
menor éxito, en el tratamiento de tumores sélidos (22). Mas recientemente Flu
se ha incorporado a los esquemas de reduccion celular como quimioterapia
condicionante para el transplante de médula 6sea, ya que induce un potente
efecto inmunosupresor no mieloablativo (23-25). En este sentido, el potencial
citotoxico de Flu contra los linfocitos T la tornan particularmente interesante
para esquemas de quimioterapia e inmunomodulacion en el contexto del
transplante alogénico en leucemia. De hecho Flu se ha transformado en un
pilar esencial en los regimenes quimioterapicos combinados para el trasplante
de precursores hematopoyéticos no mieloblativos en pacientes con leucemia,
linfoma y otras neoplasias (23-25). Los regimenes preparativos de intensidad
reducida (minitransplante) para el transplante de células pluripotenciales
hematopoyéticas son utilizados en pacientes portadores de neoplasias
hematologicas para los cuales no resulta apropiado el condicionamiento
mieloablativo convencional, sea por su bajo rendimiento, edad avanzada o por
presencia de comorbilidades. El esquema propuesto con Flu, en cambio,
produce minima toxicidad y facilita la rapida adaptacion de las células del
donante, el desarrollo de quimerismo de donante y la generacién de efectos “

injerto versus leucemia” (24).

2 b) Transporte y metabolismo de fludarabina:

El transporte y metabolismo de Flu estan basados en el metabolismo de
los deoxirribonucledétidos fisioldgicos, como se mencionara anteriormente para
los demas AN. Existen tres posibles transportadores de nucleésidos que son

capaces de mediar la entrada de Flu en distintos tipos celulares (26-28), estos



son hENT1, hENT2 y hCNT3. Ex vivo, se sabe que Flu ingresa a la célula por
transportadores equilibrativos, casi exclusivamente por el transportador hENT1,
por el cual tiene mayor afinidad. (28, 29). Sin embargo, un trabajo reciente ha
demostrado que existe una correlacién entre la expresion del transportador
hENT2 y el ingreso de Flu en células leucémicas ex vivo, siendo ésta la primera
prueba de que hENT2 también jugaria un papel importante en la accién de
Flu(30). En cuanto al transportador hCNT3, se vidé que el mismo no se expresa
en la membrana plasmatica de células leucémicas, aunque si se detecta su
ARNm en dichas células e incluso la proteina en el citoplasma. Por el
momento, se acepta que el transporte de Flu no es dependiente de sodio en

células leucémicas (31).

Una vez dentro de la célula, Flu es metabolizada como cualquier otro
precursor de nucledsido o AN. Deoxicitidinaquinasa (dCK) es la enzima inicial y
es el paso limitante en la serie de fosforilaciones necesarias para transformar a
Flu en su forma trifosfato-activa (F-ara-ATP) (32). De forma inversa, si la
concentracion de Flu es alta en el interior celular, es catabolizada mediante
desfosforilacion por la 5°-nucleotidasa cN-Il (33), revirtiendo la accion de la
dCK.

2 ¢) Actividad citotdéxica de fludarabina:

La ventaja del tratamiento con Flu frente a otras drogas quimioterapicas
radica en que, dados sus multiples mecanismos citotéxicos, tiene actividad no

s6lo sobre células en division sino también sobre células en reposo (Figura 4):

e En células en division, F-ara-ATP compite con las deoxiadenosinas
trifosfatos (dATP) por la incorporacion en los sitios A de la hebra de ADN
en elongacion durante la fase S del ciclo celular. Al incorporarse provoca
dafio al ADN que se evidencia en la terminacién de la elongacion de la
cadena (34). Por otro lado, F-ara-ATP puede inhibir la sintesis de ADN



interfiriendo con enzimas como la ADN polimerasa, la ADN primasa, ADN
ligasa y topoisomerasa Il. También puede inhibir a la ribonucledtido
reductasa (RR), causando una reduccion en el pool de dNTPs que resulta

en su propia potenciacion (35).

e En células en reposo, el efecto citotoxico de Flu involucra diversos
mecanismos tales como la inhibicion de la reparacion del ADN vy la
inhibicion de la transcripcion del ARNm (15). La incorporacion de F-ara-ATP
al ADN por la maquinaria de reparacion termina con el proceso de exicion y
reparacion causando un dafo irreversible. Otros mecanismos que inducen
citotoxicidad se observan al incorporarse F-ara-ATP al ARNm de células en
reposo, lo que inhibe su funcion como templado para la sintesis proteica
(36). F-ara-ATP también es capaz de inhibir la sintesis de ARN al suprimir la
actividad de la ARN polimerasa Il (36). Finalmente, Flu afecta a la
mitocondria pero s6lo como un evento tardio, sugiriendo un mecanismo

indirecto relacionado con la via apoptética de p53 (36).
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Figura 4: Caracteristicas en el metabolismo y accion de Fludarabina.

Flu ingresa a la célula a través del transportador especifico de membrana hENT1. Una vez
dentro de la célula es activada por sucesivas fosforilaciones, siendo la primera de ellas
llevada a cabo por la dCK. La Flu-3P puede ejercer su accion citotdxica al ser incorporada
al ADN o ARN, alterandolo o interfiriendo con enzimas involucradas en la sintesis de
acidos nucleicos. Estas acciones resultan en la inhibicion de la sintesis de ADN o ARN y
en la apoptosis celular.




En conjunto, estos efectos inducen la down-regulacién de proteinas
necesarias para la sobrevida celular como Bcl-2 (20) y la activacion de otras
como APAF-1 y la consecuente activacion de caspasa-9 y caspasa-3 (37),

responsables de desencadenar la cascada apoptética.

2 d) Mecanismos de resistencia a Flu:

Diversos estudios clinicos han demostrado que el tratamiento de
pacientes leucémicos con Flu es efectivo en alrededor del 65% de los
pacientes virgenes, pero solo en el 35% de los que ya habian sido tratados
(21,38,39). La resistencia que desarrollan las células tumorales a Flu es una de
las mayores limitaciones al empleo de esta droga, quedando los individuos no-
respondedores igualmente expuestos a las serias complicaciones asociadas
con la terapia como la mielosupresion y la anemia hemolitica autoinmune. Los
mecanismos responsables de la resistencia a Flu se originan en alteraciones ya
sea en el nivel de expresion y/o la actividad de las distintas proteinas
involucradas en el metabolismo de Flu: transportadores, quinasas vy
nucleotidasas, como asi también en defectos en las vias de induccion de

apoptosis.

Como se comentd anteriormente, el transporte de los AN a través de la
membrana plasmatica es un requisito para que el AN ejerza su accion
proapoptoética, ya que estos compuestos no cruzan la membrana por difusion.
En este sentido, se ha demostrado que la actividad biolégica de los
transportadores ENTs en LLC-B correlaciona con la citotoxicidad de Flu in vitro
(10,28,30). En cuanto a las deficiencias en la enzima dCK se sabe que son un
factor determinante en la resistencia a AN (1,40-42). Las causas en la
deficiencia de dCK incluyen: mutaciones o deleciones en la secuencia
codificante, expresion de alguna forma de splicing alternativo de dCK que dé
como resultado un ARNm que codifique para una proteina inactiva, o inhibicién

de la expresion de ARNm por la metilacion de la region promotora (43-45).



También se han reportado deficiencias en la actividad de la dCK sin que
se observe disminucion en la expresion a nivel de ARNm, lo que sugiere que
habrian mutaciones genéticas o modificaciones post-transcripcionales o post-

transduccionales que estarian afectando la actividad de la enzima.

Otro punto a tener en cuenta al analizar la posible resistencia a Flu es el
pool de dNTPs presente en las células, ya que se ha observado que las altas
concentraciones de dNTPs inhiben a la dCK. De esta forma Flu ingresa a las
células y no puede ser activada y si lo es, debe competir con altas
concentraciones de dNTPs por la ADN polimerasa para ser incorporada al ADN
en elongacion. Estos factores también estarian contribuyendo a la resistencia

de estas células a Flu (42).

Dado que, tanto las enzimas activadoras (especialmente dCK) como las
inactivadoras (cN-ll) de AN estan involucradas en la biodisponibilidad de Flu,
también es de suma importancia evaluar la actividad y expresion de cN-Il. En
este sentido, muchos modelos de resistencia a AN in vitro correlacionan con

alta expresion de las nucleotidasas cN-1l y cN-IA (1,33,46-48).
Tomando en cuenta ambos tipos de enzimas que determinan la
biodisponibilidad de los AN en las células, la relacién relativa de las quinasa de

nucledsidos dCK respecto de la 5-nuclecotidasas cN-Il tiene un valor clinico

predictivo respecto de la resistencia a la droga en cuestion (49).

3-Apoptosis

3 a) Caracteristicas generales:

La apoptosis, descripta originalmente por Kerr y colaboradores en el afio

1972 (50), deviene de la activacion de un mecanismo intrinseco suicida



programado genéticamente. EI mismo conduce, en dultima instancia, a la
eliminacion de células potencialmente perjudiciales para el organismo (51-53).
Todas las células presentes en mamiferos poseen la capacidad de activar este
programa suicida, cuya ejecucion suele asociarse a cambios morfologicos y
bioquimicos que presentan un patron comun en diferentes tipos celulares. A
diferencia de la necrosis, la apoptosis se relaciona con fendmenos de
homeostasis, los cuales cumplen un papel critico en procesos tan diversos como
desarrollo embrionario, reparacion tisular, fisiologia del sistema inmune y

desarrollo tumoral (51-53).

Durante el desarrollo del proceso apoptotico se manifiesta un conjunto
de alteraciones morfolégicas comunes a distintos tipos celulares. Ya en etapas
tempranas se observa una disminucién en el tamafo de la célula, proceso
asociado a la perdida de agua. Estudios realizados en timocitos, luego
generalizados a otros tipos de linfocitos, demostraron una reduccion en el
volumen celular cercana al 30%. Este proceso de condensaciéon celular hace
que las diferentes organelas, manteniendo una morfologia inalterada, se
muestren francamente agrupadas al estudiarlas por microscopia electrénica
(52,53).

El colapso nuclear constituye un fenémeno critico en el proceso
apoptotico observandose una marcada condensacion de la cromatina en areas
asociadas a la envoltura nuclear. En relacion con la membrana citoplasmatica,
se observan profundos pliegues y arrugas, generadas a través de un proceso
denominado zeiosis. Es importante destacar, no obstante, que la membrana
citoplasmatica no muestra pérdida de su integridad o alteraciones mayores en
su permeabilidad (52,53).

Paralelamente a los cambios morfolégicos se producen una serie de
procesos bioquimicos, como la activacibn de ciertas endonucleasas
dependientes de iones como Ca?* y Mg®* que cortan el ADN gendmico por los

espacios internucleosomales, generandose fragmentos de unos 180 pares de



bases o multiplos de esta medida. Al hacer una electroforesis del ADN extraido
de las células apoptoéticas, estos fragmentos formaran una escalera tipica.
Otros cambios bioquimicos que tienen lugar durante la apoptosis son la pérdida
del potencial mitocondrial y cambios en la membrana plasmatica, los residuos
de fosfatidilserina, normalmente presentes en la cara interna de la membrana
celular, apareceran en la cara externa, lo que permite el reconocimiento de
estas células apoptdticas por los macrofagos y su consiguiente fagocitosis (54-
56).

Por ultimo, dependiendo del tipo celular, suele observarse en etapas
tardias fragmentacion celular en forma de cuerpos apoptoticos, los cuales
mantienen sus gradientes osmoticos (53-55). El destino final de la célula
apoptética es ser endocitada por fagocitos profesionales u otros tipos celulares
como fibroblastos y células epiteliales, a través de un proceso que no conduce
a la liberacion de mediadores inflamatorios (55). Este proceso de remocién de

células apoptéticas en sumamente eficiente.

El proceso de apoptosis en la mayoria de las células depende de la
activacion de una familia de cistein-proteasas denominadas caspasas, las cuales
pueden ser clivadas proteoliticamente a formas activas luego del estimulo
apoptotico (56,57). Dentro del conjunto de estimulos que pueden dar lugar a la
activacion de las caspasas se encuentran, entre otros, la activacion de receptores
de muerte, la hipoxia, el dafo directo al ADN y la ausencia de ciertos factores de
sobrevida (58). La activacion de estas cistein-proteasas esta gobernada directa o
indirectamente por una variedad de otras proteinas (59,60) que promueven o
inhiben la apoptosis, entre las que se destacan las pertenecientes a la familia Bcl-
2 (61).

3 b) La familia Bcl-2 y la apoptosis:

La molécula Bcl-2 da el nombre a toda una familia de proteinas

homodlogas que estan repartidas en dos grupos, el de los miembros anti-



apoptéticos o factores de supervivencia, que inhiben la muerte celular por
apoptosis como el propio Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 (62-65), y el formado por
los miembros pro-apoptoéticos o promotores de la apoptosis, siendo Bax el
miembro mejor estudiado, ademas de Bcl-XS, Bak, Bad, Bik, Bid, etc. Diversos
mecanismos regulatorios operan sobre estas proteinas, tanto a nivel
transcripcional (63-66) como post-traduccional (67) modulando, de ese modo, su
actividad. Aparentemente, la capacidad del Bcl-2 de prevenir la activacion de las
caspasas involucra multiples mecanismos que interfieren con los activadores de
dichas proteasas, inhibiendo su liberacién y/o secuestrandolas a través de

interacciones fisicas (64).

El incremento en la expresion de Bcl-2 (o Bcl-XL), como asi también la
baja expresion de Bax, favorecen la carcinogénesis al prolongar la vida de las
células y facilitar la acumulacién de mutaciones. De hecho, los niveles de estos
factores se han relacionado con la progresion tumoral y con mal prondstico en
distintos tipos de cancer, como por ejemplo, los neuroblastomas, gliomas,
linfomas, adenocarcinomas de colon y préstata, melanomas etc. (52,65). Por
otra parte, la sobreexpresion de Bcl-2 es capaz de inhibir la apoptosis inducida
por ciertos agentes quimioterapéuticos e inducir resistencia a estos

tratamientos anticancerosos (66).

Mcl-1 es otro miembro anti-apoptético de la familia de Bcl-2 que puede
promover la sobrevida celular. Por el momento no se conoce exactamente el
mecanismo de accion de Mcl-1, pero se cree que involucraria la supresion de la
liberacién de citocromo ¢ de las mitocondrias en etapas tempranas (67,68). Mcl-1
tiene una vida corta y es una proteina altamente regulada, inducida por un amplio
rango de sefiales de sobrevida y sefales de diferenciacion, tales como citoquinas
y factores de crecimiento (69). La expresion de Mcl-1 disminuye en la célula que
sufre el proceso apoptoético. Por el contrario, los niveles altos de Mcl-1 en células
malignas se han asociado con la supresion de apoptosis. En este sentido, se
observé que la deplecion de Mcl-1 mediante el empleo de oligonucledtidos

antisentido inducia la apoptosis en células cancerigenas normalmente resistentes



(70,71). Por otra parte, se ha reportado que la sobreexpresion de Mcl-1 en
ratones transgénicos resulta en una mayor incidencia de linfomas, lo que sugiere
que Mcl-1 puede contribuir directamente con el desarrollo del proceso maligno
(72).

3 ¢) La familia de quinasas activadas por mitégenos (MAPKS) y

la apoptosis:

Una gran variedad de procesos celulares son modulados por
mecanismos de fosforilacion y desfosforilacion de los componentes
moleculares participante. La existencia de eventos secuenciales de
fosforilacidon en los cuales una serie de proteinas quinasas fosforila y regula la
actividad de la siguiente ha dado lugar a la definicion del concepto de “cascada
de proteinas quinasas”. Un ejemplo clasico de este fendmeno esta dado por la
cascada de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs), la cual es
activada como respuesta celular a una gran variedad de estimulos (73-75). Las
MAPKs son proteinas quinasas activables por la fosforilacion dual de
aminoacidos treonina (T) y tirosina (Y), que se encuentran separados por un
aminoacido X (TXY), donde la letra X puede representar varios aminoacidos
distintos. Las MAPKs son enzimas conservadas evolutivamente. Responden a
estrés fisico y quimico, controlando supervivencia y adaptacion y estan
implicadas en procesos de crecimiento y diferenciacion. En mamiferos existen
tres grupos de MAPKs: ERK, p38 y JNK. ERK y p38 estan relacionados con
MAPKSs encontradas en levaduras y se fosforilan en los motivos Thr-Glu-Tyr y
en Thr-Gly-Tyr. Las JNKs han sido descritas sélo en mamiferos y se fosforilan
en el motivo Thr-Pro-Tyr (73-76) (Figura 5).

Las MAPKs participan en multitud de procesos celulares como
diferenciacién celular, motilidad, proliferacién y apoptosis. ERK-1 y ERK-2 se
han relacionado preferentemente con proliferacion y diferenciacion (77,78),

mientras que JNK y p38, preferentemente con respuestas a estrés como



inflamacion y apoptosis (78,79), aunque hay excepciones, y tanto JNK como

p38 pueden mediar poliferacién (80-82).
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Figura 5: MAPKs en mamiferos.

En la parte superior se incluyen algunos estimulos que activan estas vias. En la
parte inferior se muestran los factores de transcripcion en los cuales converge la
sefal. Las areas encuadradas sirven para indicar los moédulos centrales de estas
cascadas de transduccion de senales que consisten de: una proteina que une GTP
(por ejemplo Ras y Rho), una quinasa de serina o treonina que actia como MAPKKK
(por ejemplo Raf o MEKK) , una quinasa de fosforilacién dual que actua como
MAPKK (por ejemplo MEK) y la MAP quinasa correspondiente. Las MAPKKK
activadas pueden a su vez activar una o varias MAPKK, sin embargo, las MAPKK
son relativamente especificas para las MAPK. Una vez activadas, las MAPK
fosforilan factores de transcripcion, los cuales controlan procesos como crecimiento,
diferenciacion y apoptosis.




Como se muestra en la figura 5, las MAPKs a su vez son activadas a
través de cascadas compuestas por MAPK quinasa, (MAPKK, MKK o MEK), y
las MAPKK quinasa o MEK quinasas (MAPKKK o MEKK). Estos modulos
pueden ser activados por STE20 quinasas o proteinas de union a GTP
monomeéricas, siendo desactivadas por MAPK fosfatasas (83). Cada MAPKK
puede ser activada por mas de una MAPKKK, aumentando la complejidad y la
diversidad de las senales. Es posible que cada MAPKKK sea responsable de la
respuesta a estimulos especificos (83). Asi por ejemplo, c-Raf es la
responsable de la respuesta de ERK 1 y 2 frente a factores de crecimiento,
mientras que otras MAPKKK activarian ERK 1 y 2 en respuesta a estimulos
proinflamatorios (83). MEKK 1 participa en la activacion de JNK en células
madre embrionarias y en fibroblastos por agentes desorganizadores de
microtubulos, agentes proinflamatorios y factores de crecimiento (84,85),
mientras que participa en la activacion de JNK por TNF e IL-1 en células madre
embrionarias, pero no en fibroblastos (85). Si bien las distintas vias de MAPKs
comparten algunos componentes corriente arriba, la activacion de una via por
sefales extracelulares no produce la activacion de otras que contienen

componentes compartidos (86).

JNK es una MAPK perteneciente al subgrupo de SAPK o proteinas
quinasas de respuesta a estrés. Ademas de fosforilar a c-Jun en aminoacidos
especificos, JNK fosforila a otras proteinas AP-1 como son JunB, JunD, y ATF-
2 (76) y se ha encontrado correlacion entre el dafio al ADN y la activacion
persistente de JNK seguido de induccion de apoptosis. Por otro lado, la
activacion de JNK también se ha descripto como protectora frente a apoptosis.
Tal es el caso de un estudio en timocitos, donde la activacion de JNK protege
frente a la apoptosis mediada por CD3 y CD95 (87). Asimismo, en cultivos
primarios de fibroblastos, la via de sefalizacion de JNK esta implicada en la
supervivencia celular mediada por la interaccién de integrinas con fibronectina,
en ausencia de suero (88). El hecho de que JNK induzca respuestas tanto
apoptoticas como antiapoptoticas, incluso en el mismo tipo celular, puede

deberse a la participacion de diferentes isoformas con funciones opuestas. Otra



posibilidad es que los efectos biolégicos inducidos por JNK dependan de la
activacion simultanea de otras rutas, siendo la accidon de JNK mas permisiva
que inductora (89). Por ultimo, también se ha propuesto que la duracion de la
activacion de JNK determina el tipo de respuesta. Asi, una activacion sostenida
estaria relacionada con apoptosis, mientras que una activacion transitoria se

asociaria con supervivencia (90).

La proteina p38 es también una MAPK perteneciente al grupo de las
SAPK2 o quinasas de respuesta a estrés. Esta enzima es activada por
estimulos proinflamatorios como citoquinas, factores de estrés y factores de
crecimiento. La estimulacion de p38 conduce a la activacion de numerosos
factores de transcripcion que inducen la produccién de citoquinas

proinflamatorias o la apotosis celular (91-94).

El subgrupo de las MAPK/ERK fue originalmente identificado como
proteinas fosforiladas que interaccionaban con la proteina asociada a
microtubulos-2 en respuesta a la activacion de receptores con actividad tirosina
quinasa (95). La via de senalizacion de ERK fue la primera via de MAPK
estudiada en mamiferos. La activacién de la via Ras/Raf/MEK/ERK gobierna
los procesos de proliferacion, diferenciacion y supervivencia (96).
Originalmente se describio que la via de sefalizacion de ERK se activa a través
de receptores de factores de crecimiento con actividad tirosina quinasa,

acoplados a proteinas G e integrinas.

4-Leucemia linfatica cronica de células B

4 a) Generalidades:

La leucemia linfatica cronica de células B (LLC-B) es la patologia mas

frecuente en el Hemisferio Occidental, comprende alrededor del 25% de las



leucemias que se diagnostican anualmente (97-99). Es una patologia que
afecta a personas mayores, con un pico de incidencia en el rango que va de los
60 a los 70 afios y una prevalencia mayor en hombres que en mujeres, en una
relacion aproximada de 2:1. La expectativa de vida de los pacientes con LLC-B
al momento del diagndstico es muy variable y oscila entre aquellos que viven
durante afios con una enfermedad estable y sin medicacion a otros que mueren
a los pocos meses aun bajo tratamiento quimioterapico. A pesar de la
implementacion de nuevos recursos terapéuticos, no ha habido mejoras
sustanciales en el tiempo de sobrevida de los pacientes con LLC-B en los
ultimos 40 afos (100).

La LLC-B se caracteriza por la progresiva acumulacién en la periferia de
linfocitos B clonales morfolégicamente maduros que expresan antigenos pan-B
como CD19 y CD20, junto con otros antigenos que no se encuentran en la
mayoria de los linfocitos B circulantes como CD5 y CD23. Asimismo, las
células LLC-B expresan niveles muy bajos de inmunoglobulina (Ig) en la
superficie que, generalmente, es de isotipo M (IgM), habiendo en algunos
casos co-expresion IgM/IgD (97,100,101). La LLC-B es un claro ejemplo de
una enfermedad oncohematoldgica causada principalmente por defectos en el
proceso apoptético, ya que la enorme mayoria de las células en periferia se
encuentran en la fase Gy del ciclo celular (102). Las anomalias en el proceso
apoptético de las células LLC-B se han intentado asociar con la sobreexpresion
de la proteina anti-apoptética Bel-2. En el linfoma folicular, la sobreexpresion de
Bcl-2 se da como consecuencia de la traslocacion t(14;18) en la que el gen Bcl-
2 situado en el cromosoma 18 pasa al cromosoma 14 bajo la regulacion de la
cadena pesada de las inmunoglobulinas (103). En la LLC-B las translocaciones
del gen Bcl-2 son poco frecuentes (aproximadamente un 10%) (103), pero la
expresion tanto del ARN mensajero como de la proteina para Bcl-2 es una
constante, que se ha atribuido a la hipometilacién del gen que codifica para
esta proteina (104). El clon leucémico de muchos pacientes con LLC-B
expresa, no solo Bcl-2 sino ademas otros miembros de esta familia, como por

ejemplo Mcl-1 y BAG, que presentan actividad anti-apoptética, y Bax, capaz de



inducir la muerte celular (105). Aun cuando existen discrepancias entre los
grupos de trabajo no se ha podido correlacionar inequivocamente mayor
expresion de Bcl-2 en LLC-B con un estadio mas avanzado de la enfermedad.
En cambio, pareceria que existe una asociacién entre una mayor relacién Bcl-
2:Bax con resistencia al tratamiento y progresion de la leucemia (106).
Finalmente cabe sefalar que los pacientes resistentes al tratamiento con Flu
expresan niveles mas altos de Mcl-1 en sus células leucémicas que aquellos
sensibles a la quimioterapia, lo que indicaria que Mcl-1 es relevante en la

resistencia a drogas en LLC-B (105).

4 b) Microambiente y leucemia linfatica cronica:

Como se sefnalara anteriormente, la progresiva acumulacion de las células
leucémicas en LLC-B se deberia a una apoptosis defectuosa. Sin embargo, al ser
cultivadas in vitro, estas células mueren por apoptosis con relativa facilidad, lo
que sugiere que factores del microambiente in vivo podrian influenciar la
prolongada sobrevida de las células LLC-B (107-109). Existe un gran numero
de factores tanto solubles como dependientes del contacto celular que son
capaces de prolongar la sobrevida de las células LLC-B (108,110,111). Muchas
de estas sefales de sobrevida provienen de células que acompafian a las
leucémicas en la circulacion o en los tejidos linfaticos, como lo son los linfocitos T,
las células NK, los monocitos, las células estromales y las dendriticas. Pero
también se ha demostrado que las propias células LLC-B secretan factores

solubles capaces de regular en forma autdcrina su ciclo de vida.

En la Figura 6 se sefalan solo algunos de estos factores de sobrevida.
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Figura 6: Factores que podrian modular en forma autécrina y/o paracrina la

sobrevida de las células LLC-B in vivo.

Una gran variedad de citoquinas presentan la capacidad de inhibir la
apoptosis espontanea de las células LLC-B en cultivo (112-117). Entre ellas las
mejor caracterizadas son el IFNa, la IL-4 y la IL-8. En relacién al IFNa es
interesante senalar que se han encontrado mayores niveles en el suero de
pacientes LLC-B en comparacion con dadores normales lo que sugiere un
papel relevante in vivo (114). Con respecto a la IL-4, distintas evidencias
indican que el microambiente in vivo de los pacientes LLC-B es particularmente
“rico” en esta citoquina secretada mayormente por los linfocitos TH2 (115). IL-4
no solo retarda la apoptosis espontanea sino también la inducida por
quimioterapicos como clorambucilo, fludarabina o dexametasona (116-118). En
cuanto a la IL-8 se ha demostrado que ejerce su efecto anti-apoptético

incrementando los niveles de la proteina Bcl-2 (119). Es interesante sefialar




que la IL-8 puede ser secretada por una gran variedad de poblaciones
celulares, como monocitos, células dendriticas, neutrofilos, células endoteliales,
plaquetas, linfocitos y las propias células LLC-B, por lo que actuaria en forma
paracrina o autdcrina para prolongar la sobrevida de la célula leucémica. En
cuanto a su posible relevancia in vivo como factor anti-apoptdtico, se ha
demostrado que los niveles plasmaticos de IL-8 en pacientes LLC-B

correlacionan con la progresion de la enfermedad (120).

Con respecto a las interacciones célula-célula capaces de modular la
apoptosis en LLC-B, se ha visto que el contacto de las células leucémicas con
las estromales de médula 6sea a través de B1 y B2 integrinas prolonga su
sobrevida (121). En igual sentido, otros autores han descripto que la interaccién
de C3bi con B2 integrinas presentes en la membrana de las células leucémicas,
inhibe la apoptosis de las mismas (122). La interaccion de la molécula CD40
presente en la membrana de las células LLC-B con su ligando especifico, el
CDA40L, estaria también involucrada en la regulacién de la sobrevida de las
células leucémicas. Asimismo, la activacion in vitro de la molécula CD40 induce
un marcado incremento en la expresion de moléculas de adhesion y de
coestimulacion, ademas de un aumento en la proliferacion y produccién de

diversas citoquinas (123).

Considerados en conjunto, estas evidencias sugieren que la progresiva y
lenta acumulacion de las células LLC-B en la periferia no sélo depende de
factores intrinsecos a las células leucémicas, como por ejemplo la expresion
preferencial de proteinas anti-apoptéticas de la familia Bcl-2, sino también de
sefales del microambiente, en particular las provistas por los leucocitos no-
malignos (monocitos, células NK vy linfocitos T) y células dendriticas y

estromales de médula ésea y organos linfaticos secundarios.



4 c) Subpoblaciones leucocitarias en LLC-B:

Numerosos estudios han demostrado distintas anomalias, tanto en la
distribucion como en el fenotipo y funcionalidad de las poblaciones leucocitarias
en LLC-B. Asi por ejemplo, los monocitos presentan una mayor expresion de
antigenos de activacion como moléculas de histocompatibilidad de clase Il
(MHC-II), receptores para el complemento (CR3) y receptores para el
fragmento Fc de la IgG (RFcy) (124). Las células NK suelen presentar una
capacidad citotoxica disminuida debido a un menor contenido de granulos
citotoxicos (125). Pero entre todas las poblaciones leucocitarias son los
linfocitos T los que han sido mas estudiados en LLC-B. Un hecho significativo
es el aumento en el numero absoluto de linfocitos T observado en muchos
pacientes aun cuando su porcentaje esta disminuido como consecuencia de la
expansion del clon leucémico (126). Por otra parte, se ha encontrado una
alteracion en la relacion de las subpoblaciones T CD4*/CD8", por un aumento
en el nimero de linfocitos T CD8", hecho que podria deberse a cambios en la
distribucion de las poblaciones T, con prevalencia de las CD4" en médula ésea
y en los ganglios comprometidos (127). Cabe destacar, asimismo, que en una
gran proporcion de los enfermos, existe expansion oligoclonal tanto en las
poblaciones T CD4" como en las CD8" (128). Las células leucémicas serian
responsables en gran medida de los cambios que se observan en las
poblaciones T de los pacientes LLC-B. Recientemente se ha demostrado que el
cultivo de linfocitos T de dadores normales con células LLC-B provoca defectos
a nivel de la expresiéon génica de las poblaciones CD4" y CD8" similares a los
defectos que se observan en los linfocitos T de los pacientes (129). Por
ejemplo, el contacto de las células LLC-B con linfocitos T CD4" normales
disminuye la expresién de varios genes de las vias de JNK y p38 MAPKs que
se encuentran inhibidos en los linfocitos T CD4" de los pacientes. Este mismo
contacto provoca en los linfocitos T CD8" la desregulacion de genes
involucrados en la formacién de vesiculas secretorias y actividad citotoxica. Los

cambios reportados probablemente sean responsables de la baja capacidad de



respuesta inmune que presentan los pacientes LLC-B. En este mismo sentido,
resultados publicados por Motta y col (130) demostraron recientemente que los
linfocitos T CD4" y CD8" de pacientes LLC-B presentan una expresion
aumentada de la molécula CTLA-4, la cual cumple un papel relevante en el

bloqueo de la activacion linfocitaria.

En resumen, numerosas evidencias indican que las poblaciones de
linfocitos T en los pacientes LLC-B aun cuando se encuentran expandidas en la
periferia no funcionan en forma adecuada frente al estimulo antigénico, lo que

conduce a inmunosupresion y falta de respuesta adecuada frente a infecciones.

4 d) Tratamiento de la LLC-B:

Debido a su lenta progresion, la LLC-B fue considerada durante mucho
tiempo como una enfermedad “indolente” y que no requeria tratamiento. Sin
embargo, en la gran mayoria de los pacientes la enfermedad progresa, se
incrementa el numero de células leucémicas en circulacion, se presentan
adenopatias, esplenomegalia y la infiltracion medular provoca, usualmente
complicaciones que hacen necesario el tratamiento. Hasta hace poco tiempo, la
terapia para LLC-B consistia en regimenes basados en agentes alquilantes
como Clorambucilo o Ciclofosfamida, solos o combinados con corticoides. En
algunos casos los agentes alquilantes se utilizaron en combinaciones tales
como CVP (Ciclofosfamida, Vincristina y Prednisona) y CHOP (Ciclofosfamida,

Adriamicina, Vincristina y Prednisona) (131,132).

La introduccion de analogos de nucledsidos como Flu, pentostatina y
cladibrina en los ensayos clinicos a finales de los afos ochenta significo un
cambio sustancial en la terapia de la LLC-B (133,134). Flu es considerada
desde entonces como el mejor tratamiento como monodroga para LLC-B

debido a la excelente respuesta obtenida y a la buena tolerancia. Posteriores



investigaciones en la década pasada se focalizaron en el desarrollo de la
combinacion de regimenes con Flu con el objetivo de mejorar la remisidn
completa y la sobrevida global de los pacientes. Los mejores resultados se

obtuvieron con la combinacion Flu-ciclofosfamida (135-138).

Mas recientemente aun, se introdujeron al tratamiento de la LLC-B los
anticuerpos monoclonales Campath-1H y Rituximab (131). El anticuerpo
monoclonal Campath-1H es un anticuerpo humanizado dirigido contra la
molécula de superficie CD52 que se expresa en mas del 95% de los linfocitos B
y T maduros, mientras que Rituximab es un anticuerpo quimérico dirigido
contra la molécula CD20 expresada en los linfocitos B maduros. Muchos
grupos han sumado rituximab o campath a los regimenes de Flu obteniendo
muy buenos y alentadores resultados en pacientes LLC-B sin previo
tratamiento (132,139-141).

La superioridad del tratamiento con Flu, ya sea sola o combinada con
ciclofosfamida o Rituximab, sobre los tratamientos convencionales basados en
agentes alquilantes, ha sido ampliamente demostrada en diversos estudios
(38,142-143). Sin embargo, existen dos grandes limitaciones al empleo de Flu,
por un lado, esta droga, al actuar también sobre linfocitos T, induce una
importante imunosupresiéon en el paciente, con el concomitante incremento de
las infecciones oportunistas. Por otra parte, el tratamiento con Flu se asocia
con la aparicion o agravamiento de la anemia hemolitica autoinmune (AHA) en
una alto porcentaje de los pacientes (144-146) provocando una hemdlisis en
muchos casos extremadamente severa. Este efecto se ha atribuido a la
desregulacion de las poblaciones T, en particular la poblacion CD4*, que
normalmente controlarian la aparicion de clones autorreactivos (147). Sin
embargo, no esta claro por el momento de qué manera Flu podria afectar a los
linfocitos T favoreciendo la produccion de los autoanticuerpos responsables de
la AHA.

Una de las caracteristicas mas peculiares de la LLC-B es su asociacion



con fendbmenos de naturaleza autoinmune debidos a la produccion de
autoanticuerpos policlonales de clase IgG, fundamentalmente dirigidos contra
antigenos expresados en células hematopoyéticas (146,148,149). La
produccion de autoanticuerpos es la responsable de la induccién de anemia
hemolitica autoinmune en un porcentaje importante de los pacientes (25%), y
en menor medida, purpura trombocitopénica y neutropenia (146). Cabe sefalar
que los autoanticuerpos no son producidos por el clon leucémico, ya que se
trata de Igs policlonales de isotipo IgG. Paraddjicamente a la produccion de
autoanticuerpos, los pacientes con LLC-B suelen desarrollar una
hipogamaglobulinemia a medida que progresa la enfermedad, cuya severidad
no tiene paralelo en otras patologias oncohematologicas y constituye la
principal causa de morbilidad y mortalidad, debido a la incidencia de

infecciones bacterianas (106,149,150).



Objetivos

La Fludarabina (Flu) hizo su aparicion como agente quimioterapico hace ya 20
afos y desde entonces es ampliamente utilizada por sus efectos anti-
neoplasicos, particularmente en enfermedades linfoproliferativas de bajo grado,
como la leucemia linfatica cronica de células B. La casi totalidad de los estudios
en relacién a la actividad citotoxica de Flu se llevaron a cabo en células
leucémicas, ya que son éstas sus principales “blancos” terapeuticos. Sin
embargo, los prolongados tratamientos in vivo con Flu pueden afectar muchas
otras poblaciones celulares siempre que posean los transportadores y enzimas
necesarias para su ingreso y metabolismo. Estas alteraciones a nivel sistémico
son causa de los efectos secundarios de Flu, como la inmunosupresion y la
induccién o agravamiento de la anemia hemolitica autoinmune. Conocer mejor
la actividad biologica de Flu en las distintas poblaciones leucocitarias y los
mecanismos que regulan su transporte y metabolismo ayudaria a controlar sus
efectos secundarios mejorando su eficacia terapeutica. Teniendo en cuenta

estas consideraciones, los objetivos de esta tesis fueron:

1. Investigar la actividad citotoxica de Flu en cada una de las poblaciones de

leucocitos humanos de sangre periférica.

2. Determinar si Flu posee efectos inmunorregulatorios independientes de su
actividad pro-apoptética utilizando como modelo in vitro las células de

estirpe monocitica U937.

3. Analizar los mecanismos responsables de la actividad biolégica de Flu en
células U937.



MATERIALES Y METODOS



1. Soluciones, medios de cultivo, reactivos:

a) Tampon fosfato salino (PBS).
La solucion fue preparada con NaCl 0,138M, KCI 0,027M, Na;HPO,4 0,078M y
KHPO4 0,015M; pH=7 ,4.

b) Solucién de Ficoll-Triyosom.

Para la purificacion de células mononucleares y granulocitos polimorfo- nucleares de
sangre periférica se utilizO una solucion isotonica de Ficoll 400 (Amersham
Biosciences) y Triyosom 50 (aminotrizoato sodico 50%) (Justesa Imagen), densidad
1,077 g/l.

C) Solucién de Percoll.
Para la purificacibn de monocitos a partir de células mononucleares de sangre

periférica se utilizé una solucion de Percoll (Amersham Biosciences).

d) Solucién de Dextran.
Para la obtencion de granulocitos polimorfonucleares se utilizé una solucion de

Dextran (266 kD (Sigma) al 6% en solucion fisioldgica

e) Solucién de Turk para el recuento de células.

Se prepard una solucién con violeta de genciana (100mg), acido acético
glacial (31,25ml) y agua destilada (c.s.p. 500ml). Para el recuento de células
se realizé una dilucion 1:20 en esta solucion y se procediéo al conteo en

camara de Neubauer.

f) Medio de cultivo.
Se emple6 medio de cultivo RPMI 1640 de Invitrogen (Grand Island,

N.Y, USA), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por



calentamiento a 56 °C durante 30 minutos, estreptomicina (100ug/ml) y
penicilina (100U/ml), de GIBCO Invitrogen.

g) Fludarabina.

Fludara®50 mg (fludarabina fosfato) se obtuvo de Schering Argentina
(Buenos Aires). La preparacion viene liofilizada y se reconstituyd con agua
bidestilada para obtener una solucién isoténica de 10 mg/ml. La preparacion
se alicuot6 y congelé inmediatamente a -70°C. Las alicuotas se
descongelaron inmediatamente antes de su empleo y se diluyeron en medio

de cultivo protegiéndose de la luz.

1) Inhibidores
Los siguientes reactivos se adquirieron en Calbiochem (Torrey Pines,
USA): PD98059 (PD), SB203580 (SB), SP600125 (SP), Sulfasalazina (SSZ) y
N-acetil-leucinil-leucinil-norleucinal (ALLN). N-acetilcisteina (NAC) y nitrobenzil
tioinosina (NBTI) se obtuvieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA).

J) Citoquinas.
Las citoquinas empleadas en la diferenciacion de células dendriticas
fueron interleuquina 4 (IL-4) y factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF) de Peprotech (Rocky Hill, USA).

k) Reactivos para la evaluacion de apoptosis.
Los colorantes loduro de Propidio, bromuro de etidio y Naranja de
Acridina fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. Para la determinacion de la
apoptosis mediante la técnica de Anexina V, se utilizé Anexina V-FITC de

Immunotech (Marseille, France).

) Anticuerpos.
Anticuerpos monoclonales utilizados:
Anti-CD4 FITC, anti-CD8 FITC, anti-CD3 PE, anti-ICAM-1-FITC y anti-CD11b-

PE (Immunotech, Marseille, Francia).



Anti-CD19 FITC (Beckman Coulter, Fullerton, USA).

Anti-CD1a FITC, anti-CD4 PE, anti-CD8 PE y anti-CD14 PE, anti-CD19 PE,
anti-CD2 PE, anti-CD3 FITC, anti-CD9 FITC y anti-CD23 PE Becton Dickinson
(Franklin Lakes, USA).

Anti-fosfo ERK (Cell Signalling, Beverly, USA).

Anti-p actina y anti-ERK 1/2 (Santa Cruz Biotechnology, California, USA).

Los anticuerpos secundarios anti-lg G de conejo y anti-IgG de ratén marcados
con peroxidasa fueron adquiridos a Jacksonlmmunoresearch (Bar Harbor,
USA).

2. Obtencion de las muestras de leucocitos periféricos:

Las muestras de sangre periférica de dadores normales se obtuvieron de
voluntarios que concurren al Hemocentro Buenos Aires, quienes fueron
informados acerca de los objetivos del estudio y otorgaron su consentimiento

firmado.

Las muestras de sangre periférica de pacientes con leucemia linfatica
cronica (LLC-B) se obtuvieron en el Laboratorio Central del Instituto de
Investigaciones Hematoldgicas, de la Academia Nacional de Medicina. Los
pacientes concurren para su atencion al Departamento de Clinica
Hematoldgica del Instituto y otorgaron su consentimiento informado para la
utilizaciéon de sus muestras de sangre en este estudio. La enfermedad se
diagnosticé de acuerdo a los parametros clinicos y los criterios de laboratorio
recomendados por el National Cancer Institute-sponsored working group (151).
Al momento del analisis los pacientes eran virgenes de tratamiento o, en su
defecto, no habian recibido quimioterapia citoreductora por lo menos 3 meses
antes de comenzar la investigacién. Los pacientes se encontraban libres de

complicaciones infecciosas relevantes cuando fueron estudiados.



3. Obtencion de células mononucleares totales (CMT):

Las CMT fueron obtenidas a partir de sangre periférica de dadores
sanos y de pacientes LLC-B recogida sobre heparina. La sangre entera fue
sembrada sobre una solucion de Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed
Pharma, Oslo, Norway) formando un sistema bifasico que fue centrifugado a
1500 rpm durante 20 minutos a 20°C. De esta manera se obtiene una interfase
de CMT y un sedimento de eritrocitos y granulocitos. La interfase que contiene
las CMT fue lavada 2 veces con solucion salina y finalmente las células se
resuspendieron en medio de cultivo. El numero de células se determiné con el
colorante de Turk y la viabilidad con Azul Trypan. En todos los casos, la
viabilidad fue superior al 98% y el grado de contaminacion con PMN fue menor
al 3%.

4. Obtencion de monocitos:

Los monocitos se purificaron a partir de las CMT por centrifugacién en
un gradiente discontinuo de Percoll. Las CMT se resuspendieron en una
solucion libre de Ca** y Mg®* suplementada con 0.2% de EDTA y se incubaron
durante 30 minutos a 37°C. Durante la incubacion, la osmolaridad del medio se
aumentd gradualmente de 290 a 360 osmol/l por adicion de 9% de CINa. Se
prepararon tres fracciones de 50%, 46% y 40% de Percoll en tubos de
polipropileno. Se sembraron 5-10x10° CMT y se centrifugaron a 400 g por 20
minutos a 4°C. Los monocitos se recuperaron en la interfase comprendida
entre las fracciones de 50% y 46%. La pureza de la poblacion de monocitos se
verificd por marcacién con el anticuerpo anti-CD14 y analisis por citometria de

flujo.



5.0btencion de granulocitos neutroéfilos y eosinoéfilos:

El sedimento de eritrocitos y granulocitos obtenido luego de la
centrifugacion sobre Ficoll-Hypaque fue diluido al medio con solucion
fisiologica. Luego se agregd dextran al 6% en una proporcion de tres
volumenes de suspension celular a un volumen de dextran (3:1). Se dejé
sedimentar por 30 minutos a temperatura ambiente, se retir6 el sobrenadante
rico en granulocitos y se lavdo con solucion fisiologica. Los eritrocitos
contaminantes fueron eliminados por shock osmoético con agua destilada
durante 30 segundos a 4°C, restituyendo inmediatamente la isotonicidad. Las
preparaciones contuvieron mas del 95% de granulocitos, de los cuales 95-98%
fueron neutrdfilos y 2-5% eosindfilos, segun pudo comprobarse por coloracién y

analisis al microscopio de fluorescencia.

6. Obtencion de linfocitos:

Los linfocitos periféricos fueron obtenidos a partir de las CMT por
deplecién de las células adherentes. Para ello las CMT se cultivaron en medio
RPMI 1640 en ausencia de SFB durante 2 horas en placas de Petri a 37°C,
quedando adheridos los monocitos. Las células mononucleares no adherentes
(linfocitos T, linfocitos B y células NK) se lavaron y se resuspendieron en medio
RPMI 1640 suplementado con SFB 10% y antibidticos.

7. Obtencion de células dendriticas:

Para obtener las células dendriticas (CDs), los monocitos purificados por
Percoll se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% SFB, 50

U/ml de penicilina, 50 ug/ml de streptomicina a una concentracién de 1-1,5 x



10%/ml en microplacas de 6 wells (Costar, Cambridge, MA), al que se agregaron
IL-4 (10 ng/ml) y GM-SCF (10 ng/ml). Entre los dias 5y 7 de cultivo, se evalud
la diferenciacion por aumento en la expresion de CD1a utilizando un anticuerpo
marcado con FITC y analisis por citometria de flujo. En nuestros experimentos,

mas del 90% de las células expresaron altos niveles de CD1a.

8. Linea celular U937:

Las células de la linea U937, de tipo monocitoide, fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (Manassas, VA) y se mantuvieron en cultivo
con medio RPMI 1640, suplementado con 10% de SFB y antibidticos, en estufa
gaseada con 5% de CO,. Para minimizar las modificaciones que normalmente
sufren las lineas celulares in vitro, se procedié a descongelar una nueva
alicuota cada 15 dias. Las células se mantuvieron a una densidad de 2-3x10°
células/ml, realizando entre 2 y 3 pasajes semanales. Los experimentos se

realizaron con células en cultivo en la etapa de crecimiento exponencial.

9. Cultivos celulares:

a) Cultivos en presencia de Flu

Para evaluar el efecto de Flu sobre las distintas poblaciones
leucocitarias, se realizaron cultivos en microplacas de 96 pocillos de fondo
plano (Costar, Cambridge, MA). Las células se cultivaron a una
concentracion de 2,5 x 10° /ml, en estufa gaseada a una temperatura de
37°C. La Flu fue agregada al comienzo del cultivo en las concentraciones
que se indican en las leyendas de las figuras.
En el caso de las células U937, los cultivos se realizaron en las mismas
condiciones descriptas mas arriba, pero la concentracion celular fue de 0,5 x
108/ml).



b) Cultivos en presencia de inhibidores
Los distintos inhibidores (PD98059, SB203580, SP600125, NAC, SSZ,
ALLN o NBTI) fueron agregados al cultivo en las concentraciones que se

indican en las leyendas de las figuras 20 minutos antes al agregado de Flu.

10. Evaluacion de la apoptosis celular por

microscopia de fluorescencia:

A fin de evaluar la apoptosis por microscopia de fluorescencia se
utilizaron los colorantes Naranja de Acridina (100 ug/ml), a fin de identificar a
las células apoptoéticas y Bromuro de Etidio (100 pg/ml), con el objeto de
discriminar células viables y no viables. Con esta metodologia, los nucleos de
células no apoptéticas muestran variaciones en su intensidad de fluorescencia,
reflejando la distribucion de eucromatina y heterocromatina. Por el contrario, los
nucleos apoptéticos se caracterizan por presentar una cromatina
marcadamente condensada, que se tifie de manera uniforme con el colorante
Naranja de Acridina. Para establecer los porcentajes de células apoptdticas, se

examinaron al menos 200 células en cada experimento.

11. Evaluacion de la apoptosis celular por

cuantificacion de nucleos hipodiploides:

Los porcentajes de nucleos con contenido de ADN hipodiploide se
determinaron de acuerdo al procedimiento de Nicoletti (152) con ligeras
modificaciones. Los pellets celulares (2.5 x 10° células) fueron resuspendidos

en 400 ul de una solucién hipoténica de fluorocromo, conteniendo 50 ug/ml de



ioduro de propidio (IP) y 0.1 % de Triton X-100. Luego de una incubacion de 2
horas a 4°C, la fluorescencia de nucleos individuales coloreados por el IP se
determiné por citometria de flujo. La fluorescencia emitida por nucleos con
contenido de ADN diploide fue fijjada a nivel del canal 250 en la escala
logaritmica. Los nucleos apoptéticos (hipodiploides) emitieron fluorescencia en

los canales 4 a 200 de la misma.

12. Evaluacion de la apoptosis celular con Anexina-V
FITC:

Los niveles de apoptosis tempranos se estudiaron evaluando la union de
Anexina-V FITC a fosfatidil-serina, molécula que se transloca desde la cara
citoplasmatica a la cara externa en las células apoptdticas. Para ello se utilizd
el kit comercializado por Coulter-lmmunotech y se siguieron las instrucciones
correspondientes. Las células se marcaron simultdaneamente con Anexina-V
FITC y con ioduro de propidio que permite distinguir las células apoptéticas
mas tardias, ya que ingresa al interior celular una vez que la membrana

plasmatica ha perdido su integrida.

13. Evaluacion de la expresion de antigenos de

membrana por Citometria de Flujo:

La expresion de antigenos en la membrana celular se analizé por
marcacion directa o indirecta utilizando anticuerpos monoclonales especificos.
Para ello, las células se lavaron con PBS suplementado con 1% de albumina
bovina (AB) y se centrifugaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Alicuotas de 2-
5x10° células resuspendidas en un volumen de 20 pl de PBS-AB se incubaron

con los anticuerpos respectivos en concentraciones saturantes (5-20 pg/ml)



durante 30 minutos a 4°C. Luego las células fueron lavadas en PBS-AB,
resuspendidas en tampon Isoflow (Becton Dickinson) vy analizadas
inmediatamente en un citometro FACScan (Becton Dickinson) con el programa
CellQuest.

14. PCR cuantitativa en tiempo real:

Los niveles de ARN mensajero (ARNm) del transportador hENT1 y las
enzimas dCK y cN-Il fueron evaluados por PCR cuantitativa en tiempo real en
linfocitos T CD4" y T CD8" provenientes de dadores sanos. Para ello, se
purificaron las subpoblaciones T utilizando perlas magnéticas cubiertas con
anticuerpos anti-CD4 o CD8 (Dynal). La pureza de cada poblacién fue
chequeada por analisis citométrico y fue mayor al 95%. La extraccion de ARN
se realizé a partir de 3x10° linfocitos utilizando TRIZOL Reagent (Gibco, Life
Technologies) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ADNc se
sintetizo a partir del ARN total, utilizando el Superscript Il reverse transcriptase
kit (Life Technologies, Grand Island, NY). La PCR cuantitativa se realizé en un
ciclador de Roche (Lightcycler detection System). Para ello el cADN (5 pl) fue
mezclado con oligonucledétidos de secuencias especificas (300 nM cada uno),
LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche) (hENT1) o con
sondas de hibridizacion de LightCycler-FastStart DNA (Roche) (18S, dCK and
cN-Il), y sondas (130 nM; si era necesario) en un volumen total de 20 ul por 40
cycles. Las secuencias de los primers y sondas son las siguientes:

Para dCK:

primer forward: 5'-AAACCTGAACGATGGTCTTTTACC,

primer reverse: 5'-CTTTGAGCTTGCCATTCAGAGA

la sonda: 5°-FAM-CAAACATATGCCTGTTCTCAG TCGAATAAGAGCTCC-
TAMRA.

Para cN-II:

primer forward: 5'-ACCTGCTGTATTACCCTTTCAGCTA,

primer reverse: 5'-GCTCCACCGTTGATTCATGA



sonda: 5-FAM-CTCTTCAGGGCTGCCCATGTC TTGA-TAMRA.
Para ENT1:

primer forward: 5'-CACCAGCCTCAGGACAGATACAA,

primer reverse: 5'-GTGAAATACTGAGTGGCCGTCAT

sonda: 5-FAM-CCACGGGAGCAGCGTTCCCA.

Los datos se expresan como Ct, que es el ciclo de la PCR en el cual la
fluorescencia acumulada en cada reaccién se cruza con el nivel umbral. Todas
las muestras fueron analizadas en tres experimentos independientes y los
valores medios de Ct de cada muestra para el gen de estudio se normalizé con
respecto a los niveles de expresion de ARN ribosomal 18S de la misma

muestra (ACt = Ct medio de la muestra —C{ medio del control. Los resultados

fueron expresados como 2-(ACt) unidades arbitrarias de PCR.

15. Western-blot:

Mediante esta técnica se evaludé la expresion de la MAPK ERK
(fosforilada y total) y de actina en células U937. Para ello, las células U937 se
expusieron a fludarabina en las concentraciones y tiempos indicados en la
leyenda de la correspondiente figura y se lavaron con PBS frio. El pellet celular
de cada muestra fue resuspendido en loading buffer (60mM Tris pH6.8, 2.3%
SDS, 10% Gilicerol, 0.01% azul de bromofenol y 5% B-Mercaptoetanol) siendo
inmediatamente calentadas por 5 min a 96°C. El calentamiento de las muestras
y la utilizacion de un agente reductor como el B-mercaptoetanol provocan la
desnaturalizacion de las proteinas presentes. Las proteinas fueron luego
corridas en geles de poliacrilamida (10%) y transferidas a membranas de
PVDF. Las membranas se incubaron primeramente con los anticuerpos
dirigidos contra fosfo-ERK, ERK total o B-actina y luego, con los segundos
anticuerpos conjugados con peroxidasa (HRP). Las bandas especificas se

revelaron utilizando el kit de quimioluminiscencia ECL. Las bandas obtenidas



en los fiims de revelado se densitometraron empleando el Software

ImageQuant.

16. Determinacion de la secrecion de 1L-8:

Con el objeto de cuantificar los niveles de IL-8 liberados al sobrenadante
de cultivo de células U937 se utilizd el método de enzimoinmunoensayo
(ELISA). Para ello, los sobrenadantes se recogieron en los tiempos indicados
en las leyendas de las figuras correspondientes y se congelaron
inmediatamente a -70°C hasta el momento de Ila medicion. Las
concentraciones de IL-8 se evaluaron con el kit comercial de R&D Systems
(Minneapolis, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La sensibilidad

del test para la citoquina fue de 3 pg/ml.

17. Evaluacion de la actividad del factor de

transcripcion AP-1:

Para el ensayo de movilidad electroforética (EMSA) las células se
expusieron a Flu por distintos periodos de tiempo, luego fueron lavadas dos
veces en PBS frio y los pellets se resuspendieron en un buffer (A) (10 mM
HEPES (pH: 7.9), 1.5 mM MgCl;, 10 mM KCl,, 0.5 % Nonidet 40). Las
proteinas nucleares se prepararon lavando el pellet nuclear con un buffer de
alta sal (B) (10 mM HEPES (pH: 7.9), 1.5 mM MgCl,, 0.42 M KCl,, 0.25 M
EDTA, 20 %Glycerol) mediante agitacion constante durante 15 minutos a 4 °C.
Las reacciones de union al ADN se realizaron en buffer C (10 mM HEPES( pH:
7.9), 60 mM KCly, 0.25 M EDTA, 20 %Glycerol). Todos estos buffers contienen
inhibidores de proteasas: leupeptina (10 ug/ml), aprotinina (10 pg/ml),
pepstatina A (1 pg/ml), fenilmetilsulfoxil fluoride (1 mM) y dithiotreitol (1 mM).



Los extractos nucleares se almacenaron a -70°C y los EMSA se realizaron
utilizando un oligonucleétido marcado con [32P]-ATP que comprendia la
secuencia consenso para AP-1 (5-CGCTTGATGCAGCCGGAA-3'). Cinco
microgramos de cada extracto nuclear se incubaron en 20 pl de un buffercon la
adicién de 100 ng of poly(dI-dC), para eliminar el pegado inespecifico. Luego
de 20 min de incubacion a temperatura ambiente con el oligonucledtido
marcado radioactivamente, los complejos de preteina y ADN se corrieron en un
gel no desnaturalizante 6% poliacrilamida en buffer TBE 0.25x. Los geles se
secaron y fueron revelados por autorradiografia a —70°C. La Identidad de cada
banda se confirmd por ensayos de competencia mediante la adicion de
oligonucledtido consenso sin marcar (frio) y por la preincubacion con un

anticuerpo monoclonal especifico para c-Jun (supershift).

18. Analisis estadisticos de los datos:

Para analizar estadisticamente los datos obtenidos se utilizd el test no-

parametrico de Wilcoxon.



RESULTADOS



1. Sensibilidad de las poblaciones leucocitarias de

sangre periférica la induccion de apoptosis por Flu

Como se ha indicado en la Introduccién, Flu es utilizada en oncologia
para el tratamiento de diversas neoplasias hematoldgicas con baja tasa de
replicacion, en particular la leucemia linfatica cronica (LLC-B) (20,21). Si bien
se sabe que el tratamiento con Flu induce una linfopenia severa de células Ty,
en menor medida, una neutropenia, hasta el momento no se ha realizado un
estudio comparativo de la sensibilidad de las distintas poblaciones leucocitarias
de sangre periférica a Flu. Por lo tanto, el primer objetivo de este trabajo de
tesis fue investigar la susceptibilidad de monocitos, granulocitos neutréfilos,
eosindfilos, linfocitos By T, células NK y células dendriticas a la accion

citotoxica de Flu in vitro.

1.a) Sensibilidad de los monocitos a Flu:

Para obtener una poblacién altamente enriquecida (>90% de células
CD14") de monocitos de sangre periférica humana se utilizé la técnica de
centrifugacion sobre gradientes de Percoll, tal como se describe en Materiales
y Métodos. Una vez resuspendidos en medio RPMI 1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10%, los monocitos se incubaron durante 72 hs con
distintas concentraciones de Flu. Diariamente se evaluaron los niveles de
apoptosis mediante microscopia de fluorescencia utilizando la coloracién con
naranja de acridina y bromuro de etidio. En la Figura 1 se observan los

porcentajes de apoptosis inducidos por Flu a 24, 48 y 72 horas (n=18).



100

72 hs

K] 48 hs
77}
o
o
o
Qo
©
X

Jl 24 hs

Of T T 1
0 10 20 30

Fludarabina (ug/ml)

Figura 1: Induccién de apoptosis de monocitos por concentraciones crecientes
de Flu.

Los monocitos (2-3 x 10°/ml) de sangre periférica se incubaron durante 72 hs con
distintas concentraciones de Flu. La apoptosis de los cultivos celulares se detemind
por microscopia de fluorescencia, segun se describe en Materiales y Métodos,. Los
resultados se muestran como la media + ES de al menos 5 dadores diferentes.

* p< 0.01 comparado con las células incubadas en ausencia de Flu.

Como se muestra en la Figura 1, los monocitos periféricos humanos son
sensibles a la actividad pro-apoptética de Flu. Es asi que concentraciones de
Flu de 10 ng/ml durante 48 horas inducen niveles de apoptosis de alrededor de
50%.

La induccion de apoptosis por Flu fue corroborada por citometria de flujo
mediante otras dos metodologias: a) cuantificacion de hipodiploidia con ioduro

de propidio y b) marcacién con anexina V-FITC (Figura 2).
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Figura 2: Evaluacion de la apoptosis de monocitos inducida por Flu mediante
determinacién del contenido de ADN hipodiploide y analisis por citometria de
flujo.

Los monocitos (2-3 x 10°/ml) de sangre periférica se incubaron con Flu (10 pg/ml)
durante 48 hs. La apoptosis se detemind por cuantificacién del contenido hipodiploide
de ADN utilizando el colorante ioduro de propidio y analisis por citometria de flujo
(histogramas de la derecha). Los graficos de dot plot (columna de la izquierda)
corresponden a los parametros FSC (tamafo, eje x) y SSC (complejidad granular, eje
y) que permiten evaluar la induccion de apoptosis tomando en cuenta la disminucion
del tamafo de las células apoptdticas y su menor complejidad.

Experimento representativo (n=5).

Los graficos de dot plot de la Figura 2 muestran los cambios en el
tamano y la complejidad granular de las células expuestas a Flu. Como puede
observarse, la poblacion de células viables (de mayor tamafo y complejidad
celular) disminuye significativamente al cultivarse en presencia de Flu,
incrementandose la poblacion de menor tamafio y menor complejidad
(apoptdticas). Los histogramas de la columna de la derecha muestran el pico
de ADN diploide correspondiente a las células viables y a la izquierda del

mismo, la regidén correspondiente a ADN hipodiploide indicativo de pérdida de



ADN por apoptosis. Esta técnica utiliza el contenido de ADN nuclear como
marcador de apoptosis valiéndose de la propiedad del ioduro de propidio de
intercalarse entre las bases del ADN. Durante la apoptosis una porcion del
ADN nuclear se separa de la célula como cuerpo apoptético, quedando en
consecuencia la célula con un contenido menor de ADN. Como se puede
observar en el ejemplo representativo de la Figura 2, al cultivar monocitos
humanos con Flu 10 ug/ml durante 48 horas, la regién hipodiploide

correspondiente a las células apoptoticas aumenta de un 8% a un 48%.

La segunda técnica con la que se confirmd la capacidad pro-apoptoética
de Flu sobre monocitos humanos fue la marcacion de la membrana celular con
Anexina V-FITC. Esta proteina de union fosfolipidica calcio-dependiente tiene
una alta afinidad por la fosfatidil-serina. Durante los eventos apoptéticos
iniciales la membrana plasmatica realiza la translocacion de fosfatidil-serina
desde la cara citoplasmatica a la cara externa, siendo reconocida por la
Anexina-V ya que presenta afinidad especifica por este fosfolipido. En la Figura
3 se muestra un ejemplo representativo de monocitos controles e incubados
por 48 hs con Flu (10 ug/ml), marcados simultdneamente con Anexina V-FITC y
con ioduro de propidio (IP). El IP nos permite distinguir las células apoptoéticas
mas tardias, ya que ingresa al interior celular una vez que la membrana
plasmatica ha perdido su integridad. Como podemos observar en la Figura 3, la
mayor parte de los monocitos controles son negativos para Anexina V-FITC y
para IP, mientras que en los expuestos a Flu por 48 hs se incrementa la

poblaciéon Anexina V positiva y también la que se marca doblemente con IP.
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Figura 3: Evaluacion de la apoptosis de monocitos inducida por Flu mediante
la marcacién con Anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP).

Los monocitos (2-3 x 10°/ml) de sangre periférica se incubaron con Flu (10 pg/ml)
durante 48 hs. La apoptosis temprana se evalué determinando la poblacién que une
Anexina V-FITC. La apoptosis tardia se evalué por marcacién simultanea con Anexina
V-FITC y con IP. El analisis se realiz6 por citometria de flujo. El recuadro de linea
punteada corresponde a las células Anexina V positivas.

Se muestran resultados representativos de uno de ocho dadores estudiados.

1.b) Sensibilidad de los granulocitos neutroéfilos a Flu:

A continuacion se evaluo la sensibilidad a Flu de neutréfilos purificados a
partir de sangre periférica por centrifugacién sobre Ficoll-Triyosom, seguido de
sedimentacion en solucién de dextran al 6% y lisis osmatica de los eritrocitos
acompanantes. Finalmente los neutrofilos se incubaron en medio de cultivo
suplementado con 10% de suero fetal bovino y se determindé el nivel de

apoptosis por microscopia de florescencia.
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Figura 4: Incapacidad de Flu para inducir la apoptosis de granulocitos
neutrofilos.

Los leucocitos polimorfonucleares (93-98% neutréfilos) purificados a partir de sangre
periférica se incubaron durante 48 hs con distintas concentraciones de Flu. La
apoptosis de los cultivos celulares (2-3 x 10°/ml) se determiné por microscopia de
fluorescencia, segun se describe en Materiales y Métodos, utilizando los colorantes
naranja de acridina y bromuro de etidio. Los resultados se muestran como la media +
ES de al menos 5 dadores diferentes.

Como se observa en la figura 4, la incubacién de neutréfilos con Flu por
48 hs no fue capaz de inducir apoptosis. Debido a que los neutréfilos sufren
elevados niveles de apoptosis espontanea in vitro, los cultivos no pudieron
prolongarse mas que por 48 hs. Cabe sefalar que concentraciones muy altas
de Flu (100-200 ug/ml) tampoco lograron inducir apoptosis de los neutréfilos, lo
que sugiere que este tipo celular no expresa los transportadores de
nucledsidos responsables del ingreso de la droga a la célula y/o es deficiente

en alguna de las enzimas necesarias para la fosforilacion de Flu.




1.c¢) Sensibilidad de los granulocitos eosinoéfilos a Flu:

Los granulocitos eosindfilos constituyen una pequefia proporcion de los
leucocitos de sangre periférica (1-4%) y se caracterizan por la presencia en el
citoplasma de abundantes granulos que contienen moléculas biolégicamente
activas como histamina y proteasas . Para evaluar el efecto de Flu sobre la
viabilidad de los eosindfilos, se trabajé con la misma poblacion de
polimorfonucleares descripta en el punto 1.b) identificandose a los eosindfilos
por doble marcacién con anticuerpos dirigidos contra los antigenos CD9 y

CD23, ya que estas moléculas no se expresa en los neutrofilos.

En la Figura 5.A se muestra un ejemplo representativo del analisis
realizado. Como puede observarse, el tratamiento con Flu (50ug/ml) in vitro no
modificé la proporcion de células CD9" D23" presente en la poblacién
granulocitica. Por el contrario, las células se mantuvieron con sus
caracteristicas de tamafo y complejidad granular tanto en presencia como en
ausencia de Flu durante 24 o0 48 hs. Como ocurri6 en el caso de los neutrofilos,
el cultivo en presencia de concentraciones muy altas de Flu (100 y 200ug/ml)
tampoco fue capaz de inducir apoptosis de los eosindéfilos (datos no
mostrados). Los datos obtenidos por citometria de flujo se confirmaron por
evaluacion de la viabilidad celular al microscopio de fluorescencia (Figura 5.B).
En conjunto, los resultados indican que los eosindfilos, al igual que los

neutrofilos, son resistentes a la accion citotdxica de Flu.
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Figura 5: Incapacidad de Flu para inducir la apoptosis de granulocitos
eosindofilos.

Los leucocitos polimorfonucleares (2-7% eosindfilos) purificados a partir de sangre
periférica se incubaron en una concentracién de 2-3 x 10°/ml en ausencia o presencia
de Flu (50ug/ml) durante 48 hs. (A) Las células se marcaron con Acs anti-CD9 FITC y
anti-CD23 PE y se analizaron por citometria de flujo. Se muestran los dot plots de una
muestra representativa de 4 analizadas. (B) La apoptosis se determiné por
microscopia de fluorescencia utilizando los colorantes naranja de acridina y bromuro
de etidio. Se muestran fotografias representativas (magnificacion 400x).




1.d) Sensibilidad de los linfocitos a Flu:

A fin de evaluar el efecto de Flu en la poblacién de linfocitos periféricos
humanos, se separaron las células mononucleares no adherentes (linfocitos T,
linfocitos B y células NK) tal como se describe en Materiales y Métodos. A
continuacion, estas células se incubaron en presencia de distintas
concentraciones de Flu durante 72 hs, examinandose diariamente el porcentaje

de células apoptaticas por microscopia de fluorescencia.

100 *

72 hs
0

..8 48 hs
o
o
a
©
2

24 hs

0I | | |
0 10 20 30

Fludarabina (ug/ml)

Figura 6: Induccién de apoptosis de linfocitos por concentraciones crecientes
de Flu.

Los linfocitos (2-3 x 10°/ml) de sangre periférica se incubaron durante 72 hs con
distintas concentraciones de Flu. La apoptosis de los cultivos celulares determiné por
microscopia de fluorescencia, segun se describe en Materiales y Métodos. Los
resultados se muestran como la media + ES de al menos 5 dadores diferentes.

* p< 0.01 comparado con las células incubadas en ausencia de Flu.




Como se puede observar en la figura 6, los linfocitos periféricos son
susceptibles a la apoptosis por Flu. Cabe destacar que a concentraciones de la
droga mayores de 12.5 ug/ml, la curva tiende a tomar una forma estacionaria
(plateau), indicando que dosis mas altas de Flu no tendrian un efecto mayor en

la induccion de apoptosis en linfocitos.

Teniendo en cuenta que la poblacion de células no adherentes
comprende a los linfocitos T, B y células NK, que podrian diferir en cuanto a su
sensibilidad a Flu, se llevaron a cabo marcaciones con anticuerpos especificos
para tratar de discriminar estas poblaciones. Para ello, se cultivaron células
periféricas no adherentes en presencia de concentraciones crecientes de Flu y
al cabo de 48 y 72 hs se realiz6 una doble marcacion con anticuerpos
especificos para linfocitos T (anti-CD3 FITC) y linfocitos B (anti-CD19 PE). A
continuacion se analizaron las células segun su tamafo y complejidad granular,
tal como se mencioné anteriormente (Figura 2), para tomar en cuenta sélo la
region de células viables (Fig 7.A) tanto de las células controles (panel
izquierdo) como de las células tratadas con Flu (panel derecho). En la Figura
7.B se muestran graficos representativos de las poblaciones T y B no
apoptéticas en los cultivos controles o expuestos a Flu (12,5 ug/ml). Como se
puede observar, la poblacion CD19" se redujo alrededor de un 50% en los
cultivos con Flu, mientras que la poblacion CD3" pasé del 71 al 83%. Estos
resultados indican que los linfocitos B son mas sensibles a la accidn citotoxica

de Flu que los linfocitos T in vitro.
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Figura 7: Induccién de apoptosis de linfocitos B 'y T por Flu y su analisis por
citometria de flujo.

Las células mononucleares no adherentes de sangre periférica se cultivaron con Flu
(12,5 pg/ml) durante 48 hs. Las células se marcaron con anticuerpos anti-CD19 PE y
anti-CD3 FITC, determinandose la proporcién de linfocitos By T en la region
correspondiente a las células viables.

Los resultados son representativos de 4 dadores analizados.




Los resultados de la Figura 7.B también muestran que la proporcion de
linfocitos CD19” CD3" correspondiente a las células NK, disminuye por efecto
de Flu. Para confirmar que la poblacion NK es mas sensible a la accién
citotoxica de Flu que los linfocitos T, las células tratadas por 48 hs con la droga
se marcaron con anticuerpos anti-CD3 (antigeno expresado por los linfocitos T)
y anti-CD2 (antigeno expresado tanto por linfocitos T como por células NK). En

la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos con una de tres muestras

evaluadas.
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Figura 8: Analisis de las poblaciones T y NK por citometria de flujo luego de la
exposicion a Flu.

Las células mononucleares no adherentes de sangre periférica se cultivaron con o sin
Flu (12,5 ug/ml) durante 48 hs y se marcaron con anticuerpos anti-CD3 PE y anti-CD2
FITC. El analisis se realizé en la region correspondiente a las células viables. Se
muestran dot plots representativos de una de tres muestras analizadas




1.e) Sensibilidad de las células dendriticas a Flu:

Teniendo en cuenta que se desconoce si las células dendriticas son
sensibles a la actividad citotéxica de Flu, se decidio investigar este punto en
células dendriticas mieloides diferenciadas in vitro a partir de monocitos de
sangre periférica. Para ello se cultivaron monocitos purificados por Percoll con
IL-4 (10 ng/ml) y el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-SCF, 10 ng/ml) durante 5 dias. Al quinto dia, mas del 90% de las células
expresaron altos niveles de CD1a, marcador especifico de células dendriticas.
Fue entonces que incubaron con distintas concentraciones de Flu y se evalud

la apoptosis a 24, 48 y 72 horas por microscopia de fluorescencia.

En la figura 9 se muestran las curvas dosis-respuesta de esta poblacion
leucocitaria ante la accion de Flu. Como se puede observar, las células
dendriticas fueron sensibles a la induccion de apoptosis por Flu siendo su

sensibilidad muy similar a la de los monocitos (ver Figura 1).
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Figura 9: Induccién de apoptosis de células dendriticas por concentraciones
crecientes de Flu.

Las células dendriticas (2-3 x 10°/ml) obtenidas a partir de monocitos de sangre
periférica se incubaron durante 72 hs con distintas concentraciones de Flu. La
apoptosis de los cultivos celulares determiné por microscopia de fluorescencia, segun
se describe en Materiales y Métodos, utilizando los colorantes naranja de acridina y
bromuro de etidio. Los resultados se muestran como la media + ES de al menos 5
dadores diferentes.

p< 0.01 comparado con las células incubadas en ausencia de Flu.

El conjunto de estos resultados indica que todas las poblaciones de
leucocitos mononucleares provenientes de sangre periférica humana son
sensibles a la accion pro-apoptética de Flu siendo los linfocitos B y las células
NK las poblaciones mas sensibles. Por el contrario, los leucocitos

polimorfonucleares neutréfilos y eosinéfilos son resistentes.




2. Susceptibilidad diferencial de las subpoblaciones

de linfocitos T CD4" y CD8™" a Flu

2.a) Sensibilidad de las subpoblaciones T CD4" y CD8" a Flu:

La administracién de Flu en pacientes con leucemia linfatica crénica
induce una profunda y prolongada linfopenia que afecta preferentemente a los
linfocitos T CD4" (170, 171). Es asi como, inmediatamente finalizado el
tratamiento, el nimero absoluto de linfocitos CD4" desciende hasta 10 veces
mientras que el numero de linfocitos CD8" se reduce a una tercera parte. Esto
da como resultado que la relacion CD4:CD8 se invierta y permanezca de esta
manera durante meses. El mecanismo responsable de la deplecion preferencial
de linfocitos T CD4" no ha sido dilucidado aun. Si bien se propone que la
poblacion CD4" seria especialmente sensible a la accion citotéxica de Flu, no
puede descartarse que existan diferencias en la recuperacion de las
poblaciones T post-tratamiento. De hecho, se ha demostrado que los linfocitos
T CD8" se regeneran mas rapidamente que los CD4", en particular en
personas mayores (153,154,155). Teniendo en cuenta estos antecedentes, el
préximo objetivo planteado fue determinar si existen diferencias en la
susceptibilidad de las subpoblaciones de linfocitos T (CD4* y CD8%) a la
induccién de apoptosis in vitro por Flu. Para tal fin, se trataron células
mononucleares totales (CMT) provenientes de dadores normales con Flu (5
Mg/ml) durante 72 hs. Luego se marcaron las células simultdneamente con
anticuerpos anti-CD3-PE y antiCD4-FITC o anti-CD3-PE y anti-CD8-FITC y se
aplicé el mismo criterio de analisis por citometria de flujo que fue descripto para

el caso de las poblaciones de linfocitos T y B (ver pagina 56).

En la Figura 10 se muestran los resultados de un ejemplo representativo
(n=17).
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Figura 10: Induccién de apoptosis de linfocitos T CD4" y CD8" por Flu y su
analisis por citometria de flujo.

Las células mononucleares (2 x 10/ml) se incubaron en presencia o ausencia de Flu
(10 ug/ml) por 72 hs a 37°C. (A) Graficos de tamafio (FSC) versus complejidad
granular (SSC) para distinguir células viables de apoptoéticas. (B) Las células se
marcaron con anticuerpos anti-CD3 PE y anti-CD4 FITC o anti-CD8 FITC,
determinandose la proporcion de linfocitos TCD4" y TCD8" en la region
correspondiente a las células viables. Se muestran resultados representativos (n=17).




Como puede observarse en la Figura 10.A, las células apoptéticas se
diferencian de las viables por su tamafio y complejidad celular, evidenciandose
la induccion de apoptosis con Flu. Es asi que a las 72 hs de cultivo, la
proporcion de linfocitos apoptéticos pasa del 25% en el control al 58% en
presencia de Flu (10 ug/ml). En el panel B se muestran los resultados
obtenidos al realizar el analisis por citometria de flujo de las células marcadas
con anticuerpos anti-CD3/anti-CD4 (columna izquierda) y anti-CD3/anti-CD8
(columna derecha). Se encontrd que la proporcion de linfocitos T CD4" viables
se incrementd en los cultivos expuestos a Flu (72% vs 90%, control vs Flu)(
Figura 10.B). De manera concomitante, la poblacion T CD8" disminuyé del 28%
al 10% como consecuencia del tratamiento con Flu, lo que da como resultado
una relacion CD4:CD8 aumentada. Los datos obtenidos demostraron que los
linfocitos T CD8" son mas sensibles a la induccion de apoptosis por Flu que los
CD4".

La Figura 11.A muestra los porcentajes de linfocitos T CD4" y CD8"
viables luego de 72 hs de incubacion en presencia o no de Flu para el total de
las muestras analizadas. Puede observarse que en 15 de las 17 muestras
evaluadas se produjo un aumento en la proporcion de linfocitos T CD4" viables
y una concomitante baja en los T CD8* como consecuencia del tratamiento con
Flu. Estas diferencias dieron como resultado una relaciéon CD4:CD8
incrementada en los cultivos tratados con respecto a los controles (Figura
11.B).
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Figura 11: Susceptibilidad diferencial de los linfocitos T CD4" y CD8" a Flu en
17 dadores sanos.

(A) Porcentajes de linfocitos T CD4" y CD8" viables luego de 72 hs en ausencia
(control) o en presencia de Flu (10 ug/ml). (B) Relacién CD4:CD8 en los cultivos
tratados con Flu (p<0.01). Cada punto representa una muestra individual. Las medias
se indican con una linea.

La mayor susceptibilidad de los linfocitos T CD8" a la apoptosis inducida
por Flu se confirmé por marcacion de las células con Anexina-V FITC y analisis
por citometria de flujo. Como puede verse, el tratamiento con Flu aumento el
porcentaje de células Anexina-V positivas tanto en la poblacion CD4" como en
la CD8". Sin embargo, el aumento alcanzado fue significativamente mayor en
los linfocitos T CD8".
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Figura 12: Induccién de apoptosis de linfocitos T CD4" y T CD8" por Flu
evaluada por union de Anexina-V FITC.

Las células mononucleares de sangre periférica de dadores normales se cultivaron por
72 hs en presencia o ausencia de Flu (10 ug/ml). El porcentaje de células Anexina-V
positivas en las poblaciones de linfocitos T se evalud por doble marcacién con
anticuerpos anti- CD4" o anti-CD8" PE y Anexina-V-FITC. Los resultados se expresan
como la media + ES de ocho muestras evaluadas.

(*) Estadisticamente significativo (p<0,01) comparado con células controles.

(#) Estadisticamente significativo (p<0,05) comparado con linfocitos T CD4" tratados
con Flu.

2.b) Sensibilidad de las subpoblaciones T CD4" y CD8" a Flu en
pacientes LLC-B:

La mayor susceptibilidad de los linfocitos T CD4" a la apoptosis inducida

por Flu in vitro contrasta con lo observado durante el tratamiento de pacientes




LLC-B, ya que Flu induce una prolongada linfopenia T CD4" que revierte la
relacion CD4:CD8 normal (156,157). Como se mencionara en la Introduccién
de esta tesis, los linfocitos T de los pacientes LLC-B presentan numerosas
alteraciones tanto fenotipicas como funcionales (126,127,128) que podrian
explicar un comportamiento particular a Flu. Por lo tanto, resultaba necesario
investigar si la diferencia en la susceptibilidad de las subpoblaciones de
linfocitos T a Flu ocurre en los pacientes LLC-B de manera similar a lo
observado en normales. Para ello se purificaron células mononucleares de
sangre periférica de pacientes LLC-B y se cultivaron con Flu (10 pg/ml) durante
72 hs. Los linfocitos T se marcaron con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 y se

realizd el mismo analisis por citometria de flujo detallado en el punto anterior.

En la Figura 13, se muestran resultados de un paciente representativo.
Como puede observarse, la poblacion de linfocitos T CD4" viables se
incrementd de un 69% a un 88% como consecuencia del tratamiento con Flu,
mientras que la poblacion CD8" se redujo del 31% al 12% (panel B), indicando
que, como ocurre en los dadores sanos, los linfocitos T CD8" de pacientes

LLC-B son mas sensibles in vitro al efecto pro-apoptético de Flu.
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Figura 13: Induccién de apoptosis de linfocitos T CD4" y CD8" de pacientes
LLC-B por cultivo in vitro con Flu.

Las células mononucleares (2 x 108/ml) de sangre periférica proveniente de pacientes
LLC-B se incubaron en presencia o ausencia de Flu (10 ug/ml) por 72 hs a 37°C. (A)
Graficos de tamafio (FSC) versus complejidad granular (SSC) para distinguir células
viables de apoptoticas. (B) Las células se marcaron con anticuerpos anti-CD3 PE y
anti-CD4 FITC o anti-CD8 FITC, determinandose la proporcion de linfocitos TCD4" y
TCD8" en la region correspondiente a las células viables. Se muestran resultados
representativos de un total de 17 muestras analizadas.

Esta misma tendencia se observé en todas las muestras de pacientes
LLC-B analizadas (Figura 14).
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Figura 14: Susceptibilidad diferencial de los linfocitos T CD4" y CD8" a Flu en
17 pacientes LLC-B.

(A) Porcentajes de linfocitos T CD4" y CD8" viables luego de 72 hs en ausencia
(control) o en presencia de Flu (10 ug/ml). (B) Relacién CD4:CD8 en los cultivos
tratados con Flu (p<0.01). Cada punto representa una muestra individual. Las medias
se indican con una linea.

En conclusion, los resultados indican que los linfocitos T CD4" de sangre
periférica provenientes de dadores normales o pacientes LLC-B son mas

resistentes a la induccion de apoptosis in vitro por Flu que los linfocitos T CD8".




2.c) Expresion de hENT1, dCK y cN-11 en las suppoblaciones de
linfocitos T CD4" y CD8" de dadores sanos:

La distinta susceptibilidad de los linfocitos T CD4"y T CD8" a la
apoptosis inducida por Flu puede atribuirse a diferencias en el transporte y/o
metabolismo del analogo purico. Tal como se mencionara en la Introduccion,
Flu ingresa a las células linfoides a través de transportadores nucleosidicos, en
particular a través del transportador equilibrativo hENT1 por el cual tiene mayor
afinidad (28,29). Una vez dentro de la célula, Flu es fosforilada por la dCK, la
enzima inicial y el paso limitante en la serie de fosforilaciones necesarias para
transformar a Flu en su forma F-ara-ATP activa (34). Por su parte, la
nucleotidasa cN-Il revierte la accidén de la dCK catabolizando la defosforilacion

de la forma monofosfato, F-ara-A (35).

Para determinar si las diferencias en la susceptibilidad de las
poblaciones de linfocitos T humanos a Flu podian deberse a diferencias en la
expresion de alguna de las principales moléculas involucradas en su ingreso
intracelular y metabolismo, se analizaron los niveles de expresién de ARNm de
hENT1, dCK y cN-Il en linfocitos T CD4" y T CD8", utilizando la técnica de PCR
cuantitativa en tiempo real. Ambas poblaciones linfocitarias se purificaron a
partir de células mononucleares provenientes de dadores normales utilizando
anticuerpos especificos y perlas magnéticas. Por esta metodologia se obtiene

una pureza de mas del 98% de la poblacién en estudio.

Como se observa en la Figura 15, los niveles de ARNm para el
transportador hENT1 fueron levemente mayores en los linfocitos T CD4" en
comparacion con los CD8". Con respecto a la dCK, se encontré que los
linfocitos T CD4" expresan alrededor del 40% de los niveles expresados por los
linfocitos T CD8". Mientras que la expresion de la enzima cN-Il en las células
CD4" es alrededor de un 70% de los niveles expresados por los linfocitos T
CD8". Esto da como resultado que la relacion dCK/cN-Il sea casi dos veces

mayor en las células T CD8" (cociente: 1,75) que en las células T CD4"



(cociente: 0,94). Teniendo en cuenta que la relacién dCK/cN-Il es el indicador
mas relevante del estado global de activacién de Flu en las células (52), estos
resultados sugieren que la mayor susceptibilidad de los linfocitos T CD8" a Flu
in vitro podria deberse a una acumulacion aumentada del metabolito activo de

Flu, F-ara-ATP, en comparacion con los linfocitos T CD4".
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Figura 15: Expresién comparativa del transportador hENT1 y las enzimas dCK
y cN-II en linfocitos T CD4" y T CD8".

Se purificaron linfocitos T CD4" y T CD8" a partir de sangre periférica de dadores
normales utilizando anticuerpos especificos y perlas magnéticas. Los niveles de
ARNmM de 18S, hENT1, dCK y ¢cN-Il se cuantifico por PCR cuantitativa en tiempo real
segun se detalla en Materiales y Métodos. Para cada factor se consideré la expresién
de ARNm en la poblacion T CD8" como 100%.

Los resultados se expresan como la media + ES de ocho muestras analizadas.




3. Actividad pro-inflamatoria de Fludarabina en

células monociticas humanas

Como se sefalara en la Introduccién, Flu es una herramienta terapeutica
muy eficiente para el tratamiento de leucemias y linfomas de bajo grado gracias
a su actividad pro-apoptotica en células con baja tasa de replicacién. Sin
embargo, los prolongados tratamientos in vivo con Flu llevan aparejados
efectos secundarios, como la inmunosupresiéon o la induccion de anemia
hemolitica autoinmune, que limitan su aplicacion. El consenso general es que
estos efectos se deben a la accion citotéxica de Flu sobre poblaciones
leucocitarias normales. De hecho, y tal como demostramos en el capitulo
anterior Flu es pro-apoptotica para la mayoria de las células que participan en
la respuesta inmune. Otra posibilidad, no explorada hasta el momento, es que
Flu no solo induzca la muerte celular sino también la activacion y/o
diferenciacién leucocitaria, pudiendo de esta forma modificar la respuesta
inmune. En este sentido, en células endoteliales humanas se ha demostrado
que el cultivo in vitro con Flu incrementa la expresion de moléculas de
histocompatibilidad de clase | y la capacidad de estas células de estimular a

linfocitos T citotoxicos (158).

Sobre la base de estos antecedentes, el siguiente objetivo de este
trabajo fue investigar si Flu podia inducir la activacion celular y, de ser asi,
cuales eran los mecanismos involucrados. Para llevar a cabo estos estudios
elegimos como modelo a las células U937, una linea de estirpe monocitoide
humana, que en trabajos anteriores demostré ser muy sensible a la actividad

pro-apoptotica de Flu (159,160).



3.a) Flu induce la apoptosis de las células U937:

En primer lugar evaluamos la sensibilidad a la apoptosis inducida por
Flu de las células U937 cultivadas en nuestro laboratorio. Este punto es de
suma importancia ya que estd ampliamente demostrado que las células de
linea modifican muchos de sus parametros fenotipicos y funcionales en los
sucesivos pasajes durante su amplificacion por cultivo in vitro (161,162). De
hecho, nosotros ensayamos el efecto pro-apoptético de Flu en células U937
provenientes de tres laboratorios de nuestro medio (Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, Instituto de Biologia y Medicina
Experimental y nuestro banco de células en la Academia Nacional de Medicina)
y encontramos diferencias marcadas en la sensibilidad a la droga. En los
estudios subsiguientes utilizamos la linea mas sensible y tomamos como
criterio para el mantenimiento de las células congelarlas luego del primer

pasaje y realizar los ensayos con células que no tuvieran mas de 4 pasajes.

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos al evaluar por
microscopia de fluorescencia, la sensibilidad de las células U937 a distintas
concentraciones de Flu. Como puede observarse, estas células mostraron ser
muy sensibles a la accion citotoxica de Flu, obteniéndose valores de apoptosis
de alrededor del 30% a las 48 horas de cultivo con concentraciones de Flu

significativamente menores (0,6 ug/ml) que las que se requieren para inducir

apoptosis de células mononucleares humanas.
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Figura 16: Induccion de apoptosis de células U937 por Flu.

Las células U937 (0.5x10%ml) se incubaron durante 24 o 48 hs con distintas
concentraciones de Flu. La apoptosis se detemind por microscopia de fluorescencia,
segun se describe en Materiales y Métodos, utilizando los colorantes naranja de
acridina y bromuro de etidio. Los resultados se muestran como la media + ES de 4
experimentos independientes.

* p< 0.01 comparado con las células incubadas en ausencia de Flu.

En la Figura 17 se muestran micrografias representativas de células
U937 viables y apoptdticas, tal cual se observan al microscopio de
fluorescencia. En los cultivos controles, las células presentan una arquitectura
nuclear intacta, con héterocromatina laxa, caracteristica de células viables. En
cambio, cuando las células son expuestas a Flu (0,3 ug/ml) durante 48 horas
se observa la aparicion de células apoptéticas, en las que el nucleo se ha
fragmentado dando lugar a uno 0 mas cuerpos apoptoticos, donde la cromatina
se encuentra condensada. Un hecho a destacar es el aumento en el tamafo de
las células viables en los cultivos tratados con Flu cuando se las compara con

las células viables en los cultivos sin Flu.
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Figura 17: Cambios morfolégicos asociados a la induccidén de apoptosis de
células U937 por Flu.

Las células U937 (0.5x10%ml) se incubaron durante 48 hs con Flu 0,3 pug/ml . La
apoptosis de los cultivos celulares se detemind por microscopia de fluorescencia,
segun se describe en Materiales y Métodos, utilizando los colorantes naranja de
acridina y bromuro de etidio. Se observan fotografias representativas (magnificacion
400X).

Estos resultados fueron confirmados mediante la cuantificacion del ADN
hipodiploide utilizando citometria de flujo. En la Figura 18 se muestran
histogramas representativos de células U937 tratadas con dos concentraciones
de Flu durante 48 hs. Como puede verse, Flu incrementé en forma dosis-

dependiente el porcentaje de células con contenido hipodiploide de ADN.
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Figura 18: Evaluacion de la apoptosis de U937 inducida por Flu mediante
determinacién del contenido de ADN hipodiploide y analisis por citometria de

flujo.

Las células U937 (0.5x10°ml) se incubaron con las concentraciones de Flu indicadas
durante 48 hs. La apoptosis se detemino por cuantificacién del contenido hipodiploide
de ADN utilizando el colorante ioduro de propidio (IP) y analisis por citometria de flujo.
Se muestra un experimento representativo (n=5).

3.b) Flu induce la activacion/diferenciacion de las células

Uo37:

Como se mencionara anteriormente, las células U937 viables en los
cultivos expuestos a Flu presentan al microscopio de fluorescencia, mayor

tamafno que las células viables controles (Figura 17). Para poder cuantificar




estos hallazgos, se analiz6 el tamafio y la complejidad celular por citometria de

flujo de las células U937 incubadas en presencia de distintas concentraciones

de Flu. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19.
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Figura 19: Aumento del tamafio y complejidad celular inducido por Flu en

células U937.

Las células U937 (0.5x10°ml) se incubaron en presencia o ausencia de
concentraciones crecientes de Flu durante 48 hs. Al cabo de la incubacién se
analizaron, por citometria de flujo, los parametros de tamaro (FSC) y complejidad
granular (SSC). La region R1 (en rojo) corresponde a las células diferenciadas (mayor
tamano y complejidad) y la region R2 (en verde) corresponde a las células apoptoticas.

Se muestran los graficos de dot plot de un experimento representativo de 4 realizados.




Para realizar el analisis comparativo se determinaron 2 regiones: R1
correspondiente a células grandes y de alta complejidad granular y R2 que
corresponde a las células apoptéticas de menor tamano y complejidad
heterogénea. Como puede observarse, la proporcion de células apoptéticas
aumenta a medida que se incrementa la concentraciéon de Flu en el cultivo.
Paralelamente aumenta la proporcion de células viables de gran tamaro y
complejidad granular, proceso que seria compatible con la induccion de la

diferenciacion celular.

Para confirmar la capacidad de Flu de inducir la diferenciacion de células
de estirpe monocitica como las U937, se decidio a continuacién evaluar el
efecto del analogo sobre la expresion de la molécula de adhesion ICAM-1
(CD54) y la produccion de la quemoquina de la familia CXC, IL-8. La eleccién
de estos parametros se realiz6 teniendo en cuenta que ambas moléculas
juegan un papel central en la adhesion y migracion de los leucocitos desde la
sangre a los sitios inflamados y que sus niveles de expresién se incrementan

rapidamente en respuesta a diferentes estimulos (163,164)

Los resultados de la Figura 20 muestran que la exposicion de células
U937 a concentraciones muy bajas de Flu por 48 hs aumenta

significativamente la expresién de ICAM-1 .
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Figura 20: Flu incrementa la expresiéon de ICAM-1 en células U937.

Las células U937 (0.5x10%ml) se incubaron con Flu (0,15 pg/ml) durante 48 hs. La
expresion de ICAM-1 se evalué por citometria de flujo utilizando un anticuerpo
especifico marcado con FITC.

A) Se muestran los histogramas de fluorescencia correspondiente a la expresion de
ICAM-1 en células U937 cultivadas en ausencia (Control) o presencia de Flu (Flu). El
histograma en gris corresponde al control de isotipo de Ig. Resultados representativos
de 5 experimentos independientes.

B) Se grafica la expresién de ICAM-1 como intensidades medias de fluorescencia
(MF1) (media + ES, n=5).

**estadisticamente significativo (p<0,01) comparado con células incubadas en
ausencia de Flu.

Por otro lado, se evalud, mediante la técnica de ELISA, la concentracion
de IL-8 secretada al sobrenadante al cultivar células U937 con distintas
concentraciones de Flu. Como podemos observar en la Figura 21.A, Flu
incrementd en forma dosis-dependiente la produccién espontanea de IL-8 por
parte de las células U937. Asimismo, se encontré que Flu también es capaz de
aumentar la secrecién de IL-8 inducida por un clasico estimulo pro-inflamatorio

como la interleuquina 1 B (IL-1B) (Figura 21.B).
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Figura 21: Flu incrementa la secrecion de IL-8 en células U937.

(A) Las células U937 (0.1x10%/ml) se incubaron con distintas concentraciones de Flu
durante 48 hs. Los niveles de IL-8 secretada al sobrenadante de cultivo se dosaron
por ELISA.

(B) Las células U937 (0.1x10%ml) se incubaron con IL-1p (50 ng/ml) (barras grises) en
presencia o no de Flu (0,15 ug/ml) durante 48 hs. Los niveles de IL-8 secretada al
sobrenadante de cultivo se dosaron por ELISA.

Los valores corresponden a la media + SEM (n=5).

* estadisticamente significativo (p<0,05) comparado con células sin trartar con Flu.5
estadisticamente significativo (p<0,05) comparado con células tratadas con Flu
solamente.

Considerados en conjunto, estos resultados indican que bajas
concentraciones de Flu son capaces de inducir la activacién/diferenciacion de
células U937.

3.c¢) Flu debe ingresar a las células U937 a través de
transportadores equilibrativos para inducir apoptosis y

diferenciacion:

Como se mencionara en la Introduccion, numerosas evidencias indican
que Flu debe ingresar a la célula para ejercer su actividad citotoxica (28,29). En
las células de estirpe hematopoyética, como son las U937, lo hace
normalmente a través de transportadores equilibrativos (ENT) (29,30). No

puede descartarse, sin embargo, que, por tratarse de un analogo de adenosina,




Flu interactue con los receptores de adenosina de la membrana celular para

inducir la activacion /diferenciacion en las células U937. Cabe sefialar que, si

bien los receptores para adenosina mayoritariamente estan implicados en

respuestas anti-inflamatorias (165,166), en algunos sistemas celulares como en

mastocitos humanos (167) o en monocitos activados con IL-13, la adenosina

aumenta la secreciéon de IL-8 actuando a través de su receptor A2. Por todo lo

expuesto el siguiente objetivo fue investigar si el efecto diferenciador de Flu

sobre las células U937 requeria o no la incorporacion del analogo al interior

celular. Para ello se utilizé el inhibidor de los transportadores equilibrativos,

nitrobenciltioinosina (NBTI) que, a concentraciones de 0,5-1 uM inhibe

exclusivamente el transporte de nucledsidos a través del transportador hENT1

(8,10).

Las células U937 se expusieron a Flu en presencia o ausencia de NBTI

(1uM) durante 48 hs. Al cabo de la incubacion se evalué apoptosis,

diferenciacién celular por aumento de tamafo y complejidad granular y

expresion de ICAM-1.
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Figura 23: Efecto de la inhibicién del transportador hENT1 sobre la apoptosis y
diferenciacion de células U937 inducida por Flu.

Las células U937 (0.5x10°%ml) se incubaron con Flu en presencia o ausencia de NBTI
(1 uM) durante 48 hs. (A) Evaluacion de la induccion de apoptosis y diferenciacion
celular por andlisis de los parametros de tamano (FSC) y complejidad granular (SSC).
Los 3 gréficos del panel superior corresponden a las células cultivadas en ausencia de
NBTI. Se indican los porcentajes de células apoptéticas (en verde) y de células
diferenciadas (en violeta).

(B) Evaluacion de la expresién de ICAM-1 por citometria de flujo utilizando un
anticuerpo especifico marcado con FITC. Se muestran los histogramas de
fluorescencia correspondientes a la expresion de ICAM-1 en células U937 cultivadas
con Flu (0,15ug/ml) (Flu), Flu + NBTI (1 uM) (Flu + NBTI) o medio (Control). El
histograma en gris corresponde al control de isotipo de Ig.

Resultados representativos de 3 experimentos independientes

Los resultados obtenidos (Figura 23) muestran que la inhibicion
de la actividad del transportador hENT1 por NBTI (1uM) inhibe, no sdlo la
apoptosis inducida por Flu sino también la diferenciacion de las células U937,
indicando que se requiere la incorporacion de Flu al interior celular para que

ejerza sus efectos citotoxicos e inmunoregulatorios.

3.d) La via de MAPK/ERK estéa involucrada en la

activacion/diferenciacion de células U937 inducida por Flu:

Distintos estimulos pro-inflamatorios incrementan la expresion de ICAM-

1y la produccién de IL-8 utilizando la cascada de sefalizacion de las MAPK




(168,169). Como se sefalara en la Introduccién existen tres grupos principales
de MAPKSs: ERK, p38 y JNK. Con el objetivo de determinar si Flu induce la
activacién/diferenciacion de las células U937 a través de alguna de estas vias,
se utilizaron inhibidores especificos de cada una de ellas. Estos son: PD98059
(PD) para bloquear la activacion de ERK, SB203580 (SB) para inhibir la
activaciéon de p38 y SP600125 (SP) que inhibe la activacion de JNK. Las
células U937 se preincubaron con cada uno de estos inhibidores y luego se
agrego a los cultivos una concentracion sub-apoptotica de Flu (0,15 pg/ml). La
expresion de membrana de ICAM-1 y la secrecion de IL-8 a los sobrenadantes
de cultivo se evaluaron a las 48 horas. Los resultados obtenidos se muestran

en la Figura 24.
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Figura 24: Efecto de la inhibicion de las vias de MAPKs sobre la capacidad de
Flu para aumentar la expresion de ICAM-1 y la secrecion de IL-8 en células U937.

Las células U937 (0.5x10%ml) se incubaron con SB (5 uM), PD (5 uM) o SP (10 pM)
20 min antes de agregar Flu (0,15 ug/ml) (barras grises) o PBS (barras blancas) como
control. Al cabo de 48 hs se analizé (A) la expresion de membrana de ICAM-1 por
citometria de flujo y (B) los niveles de IL-8 secretada al sobrenadante de cultivo por
ELISA.

Los valores corresponden a la media + SEM (n=5).

* estadisticamente significativo (p<0,05) comparado con células sin tratadas con Flu




Como se observa en la Figura 24.A, la presencia de PD en el cultivo
inhibié significativamente el aumento en la expresion de ICAM-1 inducido por
Flu, sin afectar los niveles basales de expresidn. Ninguno de los otros dos
inhibidores tuvo efecto sobre la expresion constitutiva o inducida de ICAM-1.
En relacién a la secrecion de IL-8, puede observarse que la incubacion con PD
inhibié totalmente la secrecion de IL-8 inducida por Flu (panel B) y disminuyd,
aunque no significativamente, la produccion espontanea. Por otra parte, se
encontré que los inhibidores de las vias de p38 y JNK no tienen efecto sobre la

induccién de IL-8, ya sea espontanea o inducida por Flu.

Los resultados obtenidos con los inhibidores indican que Flu actua a
través de la via de MAPK/ERK para inducir la activacion/diferenciacion de las
células U937, mientras que las vias de p38 y JNK no estarian involucradas en
este proceso de diferenciacion. Dado que estas dos ultimas vias son las que
comunmente se activan en respuesta a estimulos pro-apoptéticos como Flu, se
estudiod a continuacion el efecto de los inhibidores de las MAKPs en la

induccién de apoptosis.

% de apoptosis
control Flu 0,15 (ug/ml) Flu 0,30 (ng/ml)
Vehiculo 20+0,8 11,2+ 3,2 214 +4.8
PD (5uM) 25+0,6 13,1+2,8 258+5,0
SB (5uM) 1,5+0,5 6,2+1,8" 10,8 + 3,6*
SP (10uM) 1,8+1,6 10,0 +4 1 15,8 +4,2*

Tabla 1: Efecto de los inhibidores de MAPKSs sobre la apoptosis espontanea e
inducida por Flu en células U937.

Las células U937 (0.5x10%ml) se incubaron con SB (5uM), PD (5 uM) o SP (10uM) 20

min antes del agregado de Flu 0,15 0 0,30 ug/ml o PBS como controles. Al cabo de 48
hs se analizaron los niveles de apoptosis por microscopia de fluorescencia.

Los valores corresponden a la media £+ SEM (n=5).

* estadisticamente significativo (p< 0.05, n=5) comparado con células tratadas con Flu
sin inhibidor.




Como se muestra en la Tabla 1, a las concentraciones utilizadas,
ninguno de los inhibidores tuvo efectos toxicos sobre las células U937 a las 48
hs de cultivo. Cuando las células fueron expuestas a bajas dosis de Flu (0,15
ug/ml), el inhibidor de p38, SB, disminuyo significativamente el porcentaje de
células apoptéticas. A dosis mas altas de Flu, no s6lo SB sino también el
inhibidor de JNK, SP, tuvo efectos anti-apoptoticos. Por el contrario, la
inhibicion de la via MAPK/ERK con PD no modificé significativamente la

apoptosis inducida por Flu.

Considerados en conjunto, estos resultados indican que las vias de
sefalizacion de MAPKSs involucradas en la apoptosis y en la induccion de

activacién/diferenciacion por Flu son distintas, al menos en células U937.

3.e) Flu induce la fosforilacion de ERK en las células U937:

Los hallazgos obtenidos con el empleo de inhibidores para MAPKs
(Figura 23) sugieren que la via de MAPK/ERK juega un papel importante en la
activacion/diferenciacion de las U937 por Flu. Para analizar directamente el
efecto de Flu sobre la activacion de ERK, evaluamos la fosforilacion de ERK
mediante la técnica de Western Blot en extractos de células U937 expuestas al
analogo. Los resultados de la Figura 25 muestran que con sélo 2 minutos de
exposicién a 0,15ug/ml de Flu se induce una marcada fosforilacion de ERK,

que se mantiene, al menos, por 30 minutos.
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Figura 25: Activacion de la via de MAPK/ERK por Flu en células U937.

Las células U937 (0,1x10°) se incubaron 37°C en presencia (+) o ausencia (-) de Flu
(0,15 ng/ml). Las reacciones se detuvieron a los tiempos indicados en la Figura
mediante el agregado de PBS frio. La expresion de ERK1/2 fosforilado se determino
por Western Blot tal como se describe en Materiales y Métodos. Las mismas
membranas se revelaron con un anticuerpo anti-ERK1/2 total para comparar la
cantidad de proteina sembrada por calle. Perv. Corresponde al control positivo de
fosforilacion con pervanadato.

Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.

3.f) La activacion/diferenciacion de células U937

inducida por Flu es independiente de la via de NF-«xB:

Numerosos estudios han demostrado que la maxima produccion de IL-8 en
células monociticas involucra la activacion del factor de transcripcion NF-xB
(169-171). Asimismo, la induccion de ICAM-1 por distintos estimulos también
parece depender de la activacion de NF-xB (168-172). Es por ello que
decidimos investigar el papel del factor de transcripcion NF-xB en la
activacién/diferenciacion celular inducida por Flu. NF-xB constituye, en
realidad, una familia de proteinas que, en la célula en reposo, se encuentran en

el citoplasma asociadas a proteinas inhibitorias denominadas |-xB (173,174).




En respuesta a un estimulo adecuado, se induce la protedlisis de |-xB a través
del conjunto enzimatico denominado proteosoma, permitiéndose que los
dimeros de NF-kB se transloquen al nucleo y se unan a las regiones
promotoras de diferentes genes. Este conjunto de eventos da como resultado
la induccion de la transcripcion de determinados genes. Para determinar si la
activacion de NF-kB cumple un papel relevante en la activacién/diferenciacion
de las células U937 por Flu, en primer lugar, se empleo el inhibidor
sulfasalazina (SSZ) que actua bloqueando la degradacion de I-xB e impidiendo,
de esta manera, la translocacion de NF-kB al nucleo. Como se puede ver en la
Figura 26 , SSZ no modifico la expresioén basal de ICAM-1 ni la inducida por

Flu, lo que sugiere que la via de activacion de NF-«B no esta involucrada.
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Figura 26: La induccion de la expresion de ICAM-1 por Flu no involucra la
activacién de NF-«xB.

Las células U937 (0.5x10%ml) se incubaron con Flu (0,15 ug/ml) en presencia o
ausencia de SSZ (200 uM) o vehiculo. Al cabo de 48 hs se analiz6 la expresion de
membrana de ICAM-1 por citometria de flujo. (A) Se muestran histogramas de
fluorescencia de un experimento representativo. El histograma en gris corresponde al
control de isotipo de Ig. (B) La expresion de ICAM-1 de las células cultivadas en
ausencia (barras blancas) o presencia (barras grises) de Flu se muestra como
intensidad media de fluorescencia (MFI). **estadisticamente significativo (p<0,01)
comparado con células incubadas en ausencia de Flu (media + ES, n=5).




Cuando se evaluo el efecto de SSZ sobre la secrecién de IL-8 se
encontrd que el inhibidor no s6lo no bloquea la secrecion sino que aumenta
significativamente tanto los niveles basales como los inducidos por Flu (Figura
27). Para descartar que se tratara de un efecto particular del SSZ que no
tuviera relacién con la via de activacion de NF-«xB se utiliz6 un segundo
inhibidor, N-acetyl-leucinyl-leucinyl-norleucinal (ALLN), que también actua
interfiriendo con la protedlisis de |-kB. Como se muestra en la Figura, la
inhibicion de NF-kB por ALLN fue capaz de inducir efectos comparables a los

de SSZ con respecto al incremento en la secrecion de IL-8.
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Figura 27: Modulacion de la secrecion de IL-8 por inhibidores de NF-xB

Las células U937 (0.5x10°/ml) se incubaron con SSZ (200 uM) o ALLN (5uM)
20 min antes del agregado de Flu 0,15 ug/ml (barras grises) o PBS (barras blancas)
como control. Al cabo de 48 hs se analizaron los niveles de IL-8 secretados al
sobrenadante de cultivo por ELISA.
Los valores corresponden a la media £ ES (n=5).

* estadisticamente significativo (p<0.05) comparado con las células cultivadas
en ausencia de Flu.

§ estadisticamente significativo (p<0.05) comparado con las células cultivadas
en ausencia de SSZ o ALLN.




En conjunto, los resultados obtenidos indican Flu induce Ia
activaciéon/maduracién de las células U937 a través de vias de senalizacion que

no involucran la activacion de NF-xB.

3.9) La activacion/diferenciacion de células U937
inducida por Flu depende, en parte, de la produccion de

intermediarios reactivos del oxigeno:

El aumento en la secrecion de IL-8 inducido por los inhibidores
SSZ y ALLN resulté, en un primer momento, llamativo ya que numerosas
evidencias indican que la sintesis de esta quemoquina depende de la
activaciéon de NF-xB (169-172). Sin embargo, estudios mas recientes han
demostrado que la supresion de la actividad de NF-xB por inhibidores del
proteasoma puede resultar en la transactivacion de IL-8 a través de la
induccidon del factor de transcripcion AP-1, via intermediarios reactivos del
oxigeno (IROs) (173,174). Teniendo estos datos en cuenta, se evalud el efecto
del antioxidante N-acetilcisteina (NAC) sobre la capacidad que presenta Flu
para inducir la activacién/diferenciacion de las células U937.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 28. Como puede observarse
NAC inhibe significativamente la expresiéon de ICAM-1 (Fig 28.A) y la secrecién
de IL-8 ( Fig 28.B) inducidos por Flu, sin afectar los niveles de ambas
proteinas. Se obtuvieron resultados similares utilizando un segundo
antioxidante: dimetilsulféxido (2%) (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que los efectos inmunorregulatorios de Flu dependen, al menos en

parte, de la generacion de IROs.
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Figura 28: Efecto del antioxidante NAC sobre el aumento en la expresion de
ICAM-1 y la secrecion de IL-8 inducida por Flu.

Las células U937 (0.5x10%ml) se incubaron con Flu (0,15 ng/m) (barras grises)
o PBS (barras blancas) en presencia o ausencia de NAC (10 mM). Al cabo de 48 hs se
analizé la expresion en membrana de ICAM-1 por citometria de flujo (A) y los niveles
de IL-8 en el sobrenadante de cultivo por ELISA (B).

* estadisticamente significativo (p<0,05) comparado con células incubadas en
ausencia de Flu (media + ES, n=3).

§ estadisticamente significativo (p<0,05) comparado con células incubadas con
Flu (media + ES, n=3).

3.h) Flu induce la activaciéon de AP-1 en células U937:

Los resultados obtenidos al analizar las posibles vias de sefalizacion
activadas por Flu en células U937 demostraron que las sefales transducidas a
través de MAPK/ERK estan involucradas en la activacién/diferenciacion
inducida por el analogo. Como se sefialara en la Introduccioén, la activacion de
la via MAPK/ERK conduce a la induccién del factor de transcripcion AP-1 (175-
177), siendo éste un factor de transcripcion mas relevantes implicados en la
sintesis de IL-8 e ICAM-1(178,179). Con el objetivo de determinar si Flu es
capaz de activar AP-1, se analizd la formacion de complejos AP-1-ADN en

extractos de células U937 expuestas a Flu mediante la técnica de EMSA.



Los resultados de un experimento representativo se muestran en la
Figura 29.

AP 1 »

Figura 29: Flu induce la activacion de AP-1 en células U937.

Las células U937 (1x10%/ml) se incubaron con Flu (0,3 pg/ml) durante los tiempos
indicados en la Figura. Los extractos nucleares se prepararon inmediatamente y la
actividad de AP-1 se midié por EMSA como fue descripto en Materiales y Métodos.

La calle 1(control) corresponde a células U937 incubadas por 180 min en ausencia de
Flu. La calle 4 (supershift con anti-c-Jun) corresponde a células expuestas a Flu por
180 min cuyos extractos nucleares fueron incubados con un anticuerpo monoclonal
anti-c-Jun (1 nug) durante 20 min del agregado del oligo radioactivo. La especificidad de
la activacién de AP-1 también fue corroborada preincubando extractos nucleares con
un exceso (10X) de oligos sin marcar especificos (e) o no especificos (ne) para la
unién a AP-1.

Se muestran resultados de un experimento representativo de 4 experimentos
realizados.

Como puede observarse, las células U937 no muestran actividad
constitutiva de AP-1. La exposicion de las células a Flu (0,3 ug/ml) resulta en la

aparicion de complejos ADN-proteina que incrementan sus niveles durante las




primeras 3 horas de cultivo. La especificidad de los complejos activados fue
confirmada por ensayos de competencia, en los cuales se incubd con exceso
de oligonucledtidos frios (sin marca radioactiva) que contenian las secuencias
de union a AP-1, oligo especifico, o bien oligonucleétidos no relacionados o no
especificos. También se confirmé la especificidad del complejo formado en
ensayos de supershift utilizando anticuerpo anti-c-Jun que elimina
completamente la union del AP-1 activado al oligonucledtido radioactivo. Cabe
destacar que, tanto los ensayos de competencia como los de supershift, se
realizaron con extractos nucleares de células U937 expuestas a Flu durante
180 minutos, que es el tiempo donde se observa el mayor complejo AP-1-oligo
radioactivo. Estos resultados demuestran que, dosis farmacologicas de Flu son

capaces de activar AP-1 en células de estirpe monocitica.



DISCUSION



El desarrollo de analogos de adenosina para ser empleados en el
tratamiento de enfermedades linfoproliferativas tuvo como base de
sustentacion la demostracion, realizada por Giblett en el afio 1972, de que la
deficiencia en la enzima adenosina deaminasa resulta en una
inmunodeficiencia severa combinada, con una profunda deplecién de las
poblaciones linfocitarias (180). La adenosina deaminasa regula la
concentracion intracelular de deoxiadenosina, que al fosforilarse se convierte
en un metabolito téxico, el dATP. Si bien la adenosina deaminasa se encuentra
ampliamente distribuida, su expresion es maxima en los tejidos linfoides, de alli
la inmunodeficiencia a la que se asocia su falta de expresion. Fludarabina (Flu)
es uno de los anadlogos de adenosina resistente a la acciéon de la adenosina
deaminasa que se emplea con mayor frecuencia en el tratamiento
oncohematoldgico. Su actividad citotoxica sobre células leucémicas, en
particular linfocitos B de leucemia linfatica cronica, ha sido objeto de
numerosos estudios. Sin embargo, existe muy poca informacion acerca de la
sensibilidad de las poblaciones leucocitarias normales a Flu, es por ello que

éste fue el primer objetivo del presente trabajo de tesis.

El conjunto de resultados obtenidos demuestra que todas las
poblaciones de leucocitos mononucleares de sangre periférica humana son
susceptibles a la accion pro-apoptotica de Flu, mientras que los
polimorfonucleares neutrdfilos y eosindéfilos son resistentes. Es asi que la
incubacion de leucocitos mononucleares con concentraciones de Flu de 10
ug/ml durante 48 horas provoca la muerte de alrededor del 50% de las células.
En cuanto a si estas concentraciones de Flu son compatibles con las
empleadas en los tratamientos de pacientes leucémicos, cabe recordar que Flu
es el derivado 5’-monofosfato de F-ara-A (9-B-D-arabinosyl-2-fluoroadenina), el
cual debe ser defosforilado para ingresar a la célula. Cuando se inocula in vivo,
Flu es defosforilada de inmediato por 5'-nucleotidasas especialmente

abundantes en la membrana de eritrocitos y células endoteliales. El proceso de



defosforilaciéon in vitro es menos eficiente, por lo que se necesitan
concentraciones en el rango de microgramos/ml para equiparar las
concentraciones de Flu empleadas en el tratamiento de pacientes. Los estudios
sobre el efecto de Flu en sistemas in vitro se han llevado a cabo, ya sea con el
derivado 5°-monofosfato, utilizando, en la mayoria de los casos, un rango de

dosis de entre 1 y 25 pg/ml (28,30,159,181,182) o bien con F-ara-A

(desfosforilada) en concentraciones comprendidas entre 0,1 y 3 pg/ml
(158,183).

La sensibilidad a Flu de las poblaciones de leucocitos mononucleares
contrasta con la resistencia evidenciada por los granulocitos neutrofilos y
eosindfilos, que no se ven afectados aun expuestos a dosis muy altas de Flu
(200 pg/ml) durante 48 horas. La susceptibilidad a Flu de los leucocitos
polimorfonucleares en cultivo fue analizada previamente por Dogan vy
colaboradores quienes utilizaron una preparacién enriquecida en neutrofilos de
sangre humana periférica (184). En concordancia con nuestros resultados, los
autores encuentran que la mayor parte de las células son resistentes a
concentraciones tan altas como 1 mg/ml de Flu luego de 48 horas en cultivo.
Llamativamente, la exposicion a Flu exacerbo la capacidad de degranulacion
de mieloperoxidasa por parte de los leucocitos y los niveles de &cido
hipocloroso producido, lo que sugiere que Flu es capaz de interactuar con los
granulocitos. En este mismo sentido nosotros observamos que una proporcion
de los neutréfilos expuestos a concentraciones altas de Flu (50-100 ug/ml)
presentaban, al microscopio de fluorescencia, mayor tamafo que las células
controles, con citoplasma abundante y morfologia de granulocito activado
(resultados no mostrados). Es posible que a altas concentraciones Flu
interactue con los receptores para adenosina expresados en la membrana de
los neutrdfilos los que, como fue demostrado previamente, transducen sefiales
anti-apoptoéticas en este tipo celular (185) a diferencia de lo que ocurre en
linfocitos (186).



Tal como mencionamos anteriormente, el conjunto de células
mononucleares, constituido por linfocitos y monocitos, mostré una clara
sensibilidad a los efectos pro-apoptéticos de Flu en contraposicion a las células
polimorfonucleares. El efecto in vitro de la droga sobre la viabilidad de
monocitos y células dendriticas no habia sido analizada hasta el momento. Los
resultados presentados en esta tesis muestran una sensibilidad similar de
ambas poblaciones al analogo, que es comparable a la del conjunto de células
linfoides. Sin embargo, al evaluar comparativamente el efecto de Flu en la
sobrevida de las distintas subpoblaciones linfocitarias hemos encontrado
diferencias. Los linfocitos de sangre periférica abarcan tres grandes
subpoblaciones: linfocitos B, linfocitos T (TCD4" y TCD8") y células NK. Los
resultados presentados demuestran que los linfocitos B y las células NK de
dadores normales son mas sensibles a la actividad citotoxica de Flu en
comparacién al conjunto de linfocitos T. En el mismo sentido, Consoli y
colaboradores investigaron la actividad in vitro de F-ara-A sobre la apoptosis de
linfocitos T y B provenientes de sangre humana normal, encontrando

resultados similares a los descriptos en esta tesis (187).

¢, Qué sucede con el efecto in vivo de Flu sobre las poblaciones
leucocitarias de origen mieloide? En relacion a los monocitos circulantes son
muy pocos los trabajos que evaluan su recuperacién post-Flu. Davis y col (188)
mostraron que en pacientes con artritis reumatoidea severa el tratamiento con
Flu en altas o bajas dosis induce una disminucidon menor en el conteo de
monocitos (<20%) en comparacion con el conteo de linfocitos (70%). Con
respecto a los leucocitos neutroéfilos, cabe sefalar que las consecuencias del
tratamiento con quimioterapicos es de suma importancia ya que esta poblacion
constituye la primera barrera de la respuesta inmune innata a numerosos
patdgenos. Desde el comienzo de su empleo en ensayos clinicos se observo
que Flu inducia neutropenia en alrededor del 50% de los pacientes, lo que fue
asociado con infecciones bacterianas, fungicas y virales. Estos resultados
parecerian estar en contradiccion con la resistencia de los leucocitos

polimorfonucleares a Flu in vitro presentados en esta tesis. Sin embargo, es



altamente probable que la neutropenia inducida por Flu sea consecuencia de la
accion del analogo sobre los precursores mieloides en médula 6sea y no a un
efecto directo sobre neutrofilos y eosinéfilos maduros. De hecho, el tratamiento
prolongado con Flu provoca mielosupresion, la que, desde el primer ensayo
clinico de fase | realizado en 1984, demostré ser mas severa de lo que se
preveia por los resultados obtenidos previamente en ratén (189). La
mielosupresion por Flu provoca no so6lo neutropenia sino también
trombocitopenia y anemia, y en muchos casos es motivo de suspension del
tratamiento. En cualquier caso sera necesario analizar la actividad citotdxica de
Flu in vitro sobre los precursores hematopoyéticos para poder atribuir

inequivocamente la neutropenia asociada al tratamiento a la mielosupresion.

Los escasos reportes sobre la actividad de Flu in vitro en poblaciones
linfocitarias contrastan con la abundante literatura acerca de las consecuencias
del tratamiento de pacientes con Flu en la reconstitucion inmune. Boldt y
colaboradores en el afio 1984 fueron los primeros en describir los efectos sobre
las poblaciones linfocitarias periféricas del tratamiento sostenido con Flu en
pacientes con distintos tumores sélidos (190). Encontraron una rapida caida de
los linfocitos T que disminuyen en un 90% con respecto a los valores iniciales a
la semana de comenzado el tratamiento, mientras que los linfocitos B, por el
contrario, decrecieron en un 50%. Sin embargo, trabajos posteriores que
determinaron estos mismos parametros en pacientes transplantados que
recibieron Flu como parte del tratamiento condicionante previo al injerto (191),
encontraron que los linfocitos B disminuyen mas rapidamente que los T por
efecto de Flu y se recuperan mas tarde. La poblaciéon de células NK (CD56%)
fue analizada en alguno de estos reportes y se vid que su numero absoluto se

recupera mas rapidamente que el de los linfocitos T (192).

Los resultados obtenidos sobre la sensibilidad de las poblaciones

linfoides a Flu indicaron que los linfocitos B y las células NK son mas sensibles



al analogo que los linfocitos T. Sin embargo, la poblacion T no es homogénea
sino que esta constituida por dos grandes subpoblaciones: los T CD4" y los T
CD8", ambas con caracteristicas y funciones particulares. El tratamiento de
pacientes con Flu induce una marcada linfopenia T CD4" que resulta en la
inversion de la relacion CD4:CD8. Cuando evaluamos la susceptibilidad
diferencial de las poblaciones T CD4" y CD8" a Flu in vitro, encontramos que, a
diferencia de lo esperado, los linfocitos CD8" presentan mayores niveles de
apoptosis inducidos por Flu. Es importante sehalar que encontramos el mismo
patron de respuesta en linfocitos T provenientes de dadores normales que en
aquellos provenientes de pacientes con leucemia linfatica crénica (LLC). Estos
resultados contrastan con los obtenidos por Consoli y col. (187) quienes no
observaron diferencias en la susceptibilidad a Flu in vitro de las subpoblaciones
T CD4" y CD8" de pacientes LLC, no habiendo evaluado la actividad de Flu en
subpoblaciones T de dadores normales. Las diferencias entre nuestros
resultados y los del trabajo anterior podrian deberse a la cohorte de pacientes
evaluados en cada caso. Los pacientes analizados en nuestro estudio se
encontraban todos en estadios tempranos de la enfermedad y sélo 2 de los 17
evaluados habian recibido quimioterapia. Por el contrario, un tercio de los
pacientes incluidos en el trabajo de Consoli y col. se encontraban en estadios
avanzados (RAI lll y IV). De hecho, los resultados de susceptibilidad diferencial
a Flu que se muestran en el reporte citado corresponden a un paciente (de los

5 estudiados) en estadio IV que presenta sélo un 1,7% de linfocitos CD3".

Al analizar la expresion de las enzimas que participan en el metabolismo
de la Flu (dCK y cN-Il) se encontré que los linfocitos T CD8" expresan niveles
claramente mayores de dCK que los linfocitos T CD4". Es posible que la
relacion dCK/cN-Il aumentada en la poblacion CD8" resulte en mayor
acumulacion intracelular del metabolito activo de Flu y, por consiguiente, en

niveles de apoptosis incrementados.



La mayor susceptibilidad in vitro de las células CD8" a Flu contrasta con
los resultados in vivo de pacientes LLC-B tratados con la droga, que presentan
una profunda y sostenida linfopenia T a expensas fundamentalmente de la
poblacién CD4" (135,191,193). Asumiendo que nuestras observaciones in vitro
reflejan lo que estaria ocurriendo in vivo luego de la administracién de Flu, la
explicacién mas probable para la prolongada linfopenia CD4" seria la tasa de
recuperacion mas lenta de esta subpoblacién en comparacion con las T CD8".
En este sentido, otros autores han demostrado que, luego de quimioterapias
intensivas para distintos tipos de tumores (cerebral, sarcomas o linfomas) se
depletan significativamente todas las subpoblaciones de linfocitos, pero sélo los
linfocitos T CD4" permanecen en niveles muy bajos durante meses luego de
completar la terapia y requieren mas de 12 meses para regresar a valores
normales. En cambio los linfocitos T CD8" tienen un tiempo de duplicacién mas
rapido que los CD4", regresando a valores normales en sangre a los 3 meses
de completado el tratamiento (157,194-196). Este comportamiento ocurre
independientemente de la edad del paciente y del tamafio que alcanza el timo
durante la reconstitucion inmune. Se ha propuesto que los linfocitos T CD8+
pueden madurar en tejidos extratimicos mientras que los T CD4" son mas
dependientes de la integridad del timo para completar su ontogenia (157). En
este sentido se ha demostrado que los nifios timectomizados en forma parcial o
total durante los primeros meses de vida presentan un conteo de linfocitos T
CD4" significativamente inferior a la media normal, pero no ocurre lo mismo con
los T CD8" (197), lo que refuerza la idea de que la maduracion extratimica es

mas eficiente en esta ultima subpoblacion.

Como se acaba de discutir, el tratamiento de pacientes leucémicos con
Flu afecta no solo a las células malignas sino también a las poblaciones
leucocitarias normales, ocasionando multiples efectos secundarios, como la
inmunosupresidén que se correlaciona con la susceptibilidad a infecciones, y la
induccion o agravamiento de la anemia hemolitica autoinmune. Estas
alteraciones en la respuesta inmune se atribuyen exclusivamente a la accion

citotéxica de Flu. Si bien es facilmente comprensible que la dramatica



disminucién del numero de linfocitos T y B provocada por Flu resulte en
inmunosupresion, no existe una explicacion sencilla para la induccion o
exacerbacion de los fendmenos autoinmunes. En la segunda parte de este
trabajo de tesis se investigo la posibilidad de que Flu indujera no sélo apoptosis
sino también activacion leucocitaria pudiendo de esta forma modificar la
respuesta inmune. Para ello se eligi6 como modelo un sistema in vitro
altamente sensible a Flu, como son las células la linea humana monocitica
U937 y se analizaron dos parametros que se incrementan rapidamente en

respuesta a numerosos estimulos: IL-8 e ICAM-1.

Los resultados obtenidos demuestran que la exposicion de las células
U937 a bajas concentraciones de Flu es capaz de inducir cambios morfoldgicos
compatibles con diferenciacion celular e incrementar tanto la secrecién de IL-8
como la expresion de ICAM-1. La relacién entre la induccién de diferenciacion
celular y apoptosis es un tema de enorme interés en oncohematologia y, de
hecho, la terapia con agentes inductores de diferenciacion como el acido
retinoico ha significado un enorme avance en el tratamiento de ciertas
leucemias. Los analogos de nucledsidos como ara-C, 6-tioguanina y la propia
Flu también han sido analizados en cuanto a su capacidad para inducir
diferenciacién de células leucémicas. En este sentido, Vrana y col. (159)
demostraron que los efectos antiproliferativos de Flu en células U937
involucran no solo la induccién de apoptosis sino también la maduracion
celular, evidenciada por la adquisicién de propiedades adherentes y el aumento
en la expresién de CD11b. Cabe sefalar, sin embargo, que el objetivo ultimo
de todos estos estudios es lograr la eliminacion de los clones leucémicos
mediante la induccion de diferenciacion y apoptosis. Un solo trabajo, publicado
durante la realizacion de esta tesis, sugiere que el tratamiento con Flu puede
tener efectos proinflamatorios (158). En ese reporte, los autores observaron
que la incubacion de células endoteliales humanas con Flu incrementa la
expresion de moléculas HLA de clase 1 y de ICAM-1. Teniendo en cuenta que
Flu se utiliza en regimenes condicionantes previo al transplante de médula

Osea, los autores sugieren que, mas alla de su accion inmunosupresora, Flu



podria generar complicaciones en los pacientes transplantados estimulando
respuestas inmunes alogeneicas. Asimismo, nuestro grupo de trabajo ha
reportado recientemente que Flu incrementa la secrecion de interferon gama
(IFNy) por parte de linfocitos T activados provenientes de dadores normales o
de pacientes con LLC-B (198). Este efecto estimulador es especifico de Flu ya
que otras drogas pro-apoptoticas para linfocitos como clorambucilo vy
dexametasona inhiben la producciéon de IFNy en lugar de exacerbarla. Dado
que el IFNy es la principal citoquina secretada por los linfocitos T de pacientes
con anemia hemolitica autoinmune en respuesta a antigenos eritrocitarios,
nosotros proponemos que el aumento en la secrecion de IFNy inducido por Flu
puede estar implicado en el agravamiento de la anemia autoinmune que se

observa en muchos pacientes LLC-B post-quimioterapia con Flu.

Una vez demostrado que el cultivo con concentraciones sub-
apoptéticas de Flu induce el aumento en la expresiéon de ICAM-1 y en la
secrecion de IL-8, se investigd cuales eran los mecanismos implicados en
estos efectos. En primer lugar nos preguntamos si era necesario que Flu
ingresara a la célula para inducir la diferenciacion. En las células de estirpe
hematopoyética como las U937, Flu debe ser incorporada a través de
transportadores equilibrativos para ejercer sus efectos apoptéticos (29,30). Sin
embargo, dado que las células U937 expresan receptores de adenosina y que
la adenosina y algunos de sus anadlogos pueden transducir sefiales de
activacion al interactuar con los receptores de membrana, fue necesario
investigar si el efecto diferenciador de Flu requeria o no la incorporacion del
analogo a la célula. Para llevar a cabo estos experimentos se utilizé el inhibidor
NBTI 1uM que a esta concentracion inhibe exclusivamente el transporte de
nucledsidos a través del transportador hENT1 (5-10). Los resultados obtenidos
indican que Flu debe ingresar a las células a través de este transportador tanto

para inducir la diferenciacion celular como para provocar la apoptosis.

Como se mencionara en la Introduccion, son numerosos los trabajos que

analizan los mecanismos mediante los cuales Flu ejerce su actividad citotoxica.



Tanto en células en divisibn como en reposo, el metabolito activo de Flu, F-ara-
ATP, inhibe la sintesis o la reparacion del ADN compitiendo con la dATP o
interfiriendo con enzimas como la ADN polimerasa y la ADN primasa, entre
otras. Por el contrario no se habian estudiado hasta el momento los
mecanismos involucrados en la activacion/diferenciacion inducida por Flu. Los
resultados presentados en este trabajo de tesis demuestran que, tanto el
incremento de IL-8 como el de ICAM-1 inducidos por Flu requieren la activacion
de la via MAPK/ERK. En la mayoria de los sistemas celulares, la activaciéon de
ERK se asocia con proliferacion y sobrevida celular, mientras que la activacién
de las MAPK p38 y JNK, se asocia a la apoptosis (176,199,200). Se ha
demostrado, por ejemplo, que varias drogas quimioterapicas activan p38 vy
JNK, pero no ERK (201,202). En lo que respecta a Flu, hay pocos reportes en
los que se evalue el papel de las MAPKs en relacion con sus efectos pro-
apoptéticos. El primer trabajo publicado en este sentido fue el realizado por
Sampath y Plunkett quienes demostraron en células leucémicas mieloides que
la incorporacion de Flu al ADN resulta en la activacion de JNK (203). Los
autores comprueban que la fosforilacion de JNK por Flu es un evento que
precede a la activacion de la via de las caspasas y a la fragmentacion del ADN,
y concluyen que la sefalizacion a través de la via de MAPK/JNK seria la
encargada de convertir el estimulo de estrés iniciado con la incorporacion de

Flu al ADN en la sefial de muerte celular.

Por otro lado, Maggio y col han demostrado, en concordancia con
nuestros hallazgos, que las células leucémicas de una linea de estirpe linfoide
T expuestas a Flu durante 3 horas manifestaban un claro aumento en la
activacion de ERK sin que se modificaran p38 ni JNK (204). Por ultimo, cabe
sefalar que en células de tumor de ovario, Flu no es capaz de inducir la
activaciéon de ERK (205). En conjunto, estas evidencias demuestran que Flu

afecta diferencialmente las vias de las MAPKs dependiendo del tipo celular.



Con respecto a los resultados presentados aqui, nosotros demostramos
que los inhibidores de JNK o p38 no modifican el efecto exacerbador de Flu
sobre la produccion de IL-8 e ICAM-1 en células U937, pero, sin embargo,
disminuyen significativamente la apoptosis inducida por Flu. Estos datos
sugieren que, al menos en células monociticas, p38 y JNK estarian ambas
involucradas en la induccion de apoptosis por Flu, y ERK en la induccién de la
activacion y diferenciacion. Como se sefalara en la Introduccion, la activacion
de las MAPK por diversos estimulos conduce a la induccion del factor de
transcripcion AP-1, siendo éste uno de los factores de transcripcidon mas
relevantes implicados en la sintesis de IL-8 e ICAM-1 (178,179). Por tal motivo
evaluamos la formacion de complejos AP-1-ADN en extractos de células U937
expuestas a Flu mediante la técnica de EMSA, encontrando que Flu

efectivamente induce la activaciéon de AP-1 en estas células.

Entre los multiples factores que determinan la sobrevida o la apoptosis
celular, los intermediarios reactivos del oxigeno (IROs) juegan un papel central.
Se ha demostrado que los IROs estan involucrados en la activacion de
numerosas cascadas de sefalizacion, y sus efectos finales dependen del nivel
de produccion y del tiempo de exposicion de la célula a los mismos. Es asi que
bajos niveles de IROs son capaces de estimular la progresion del ciclo celular
mientras que concentraciones mas altas inhiben la proliferacion y favorecen la
diferenciaciéon celular. Finalmente, la exposicion a altos niveles de IROs por
tiempos prolongados conduce a la apoptosis e incluso a la necrosis celular
(206-208). Los resultados presentados en esta tesis demuestran que el agente
antioxidante NAC inhibe parcialmente el aumento en la produccion de IL-8 y la
expresion de ICAM-1 inducidos por Flu, sugiriendo que la generacion de IROs
participa de los efectos activadores del analogo. Cabe sefalar, sin embargo,
que no fue posible detectar la produccion de IROS en forma directa utilizando
la técnica de oxidacion del colorante dihidroetidina (DHE) y analisis por
citometria de flujo (datos no mostrados). Es probable que estos resultados

negativos se deban a que técnica no sea suficientemente sensible para



detectar la producciéon de IROs inducidos por Flu. De hecho, las dos
publicaciones que evaluan el papel de los IROs en la actividad pro-apoptética
de Flu encuentran que NAC disminuye claramente los niveles de apoptosis
pero no logran detectar una produccién significativa de IROs con la

metodologia mencionada (204-209).

Numerosas evidencias sugieren que los IROs pueden afectar en forma
directa o indirecta la actividad de los factores de transcripcion NF-xB y AP-1,
principales responsables de la sintesis de IL-8 e ICAM-1 (169,171,178,179).
Para el caso de NF-xB se ha demostrado, en varios sistemas celulares, que su
activacién depende de la generacion de IROs que actuarian como segundos
mensajeros para la produccién de IL-8 (169,204,210). Con respecto a los
resultados presentados en esta tesis, se encontré que los inhibidores de la
activacion de NF-xB, SSZ y ALLN, no s6lo no inhiben sino que aumentan la
produccion de IL-8 tanto espontdnea como inducida por Flu. Estas
observaciones estan en concordancia con trabajos que indican que la
supresion de la actividad de NF-kB por inhibidores del proteasoma puede
resultar en la transactivacion de IL-8 a través de la induccién de AP-1 (173,
174). Por otra parte, se ha visto que los IROs regulan en forma indirecta la
activacion de AP-1 a través de la fosforilacion de ERK, p38 o JNK (211).
Escapa a los objetivos de esta tesis un estudio molecular mas exhaustivo que
sera imprescindible para desentranar los caminos intracelulares responsables

de la activacion/diferenciacién de células monociticas por Flu.

Tal como se sefialara anteriormente, las lineas celulares resultan una
herramienta muy util para analizar los efectos inducidos por agentes
quimioterapicos y por ese motivo elegimos a las células monociticas U937 para
llevar a cabo esta parte del trabajo de tesis. Sin embargo, las lineas provienen
de células transformadas y poseen muchas caracteristicas genotipicas vy
fenotipicas particulares, que se van modificando, de manera inevitable, por el
propio sistema de perpetuacion. Fue por ello que intentamos determinar si los

efectos activadores de Flu ocurren también en monocitos de sangre periférica,



encontrando que, efectivamente, los monocitos tratados expresan mayores
niveles de ICAM-1 (5601+34 vs 770+17, MIF control vs Flu S5ug/ml, n=5, p<0,05)
y CD11b (38544220 vs 4990+525, MIF control vs Flu 5ug/ml, n=5, p<0,05) que
los controles. Estos datos nos alientan a investigar qué sucede in vivo con los
pacientes tratados con Flu. En un estudio preliminar, se analizaron células
mononucleares periféricas provenientes de una paciente con leucemia linfatica
cronica antes y después de que ingiriera una dosis diaria durante 3 dias
consecutivos de Fludara® oral (Flu, 40 mg/m?) tratamiento con el que se
alcanzan concentraciones plasmaticas maximas promedio de alrededor de 1,5-
2 uM (212). La paciente recibi6 junto con la primera toma de Flu, una dosis de
200 mg/m? del agente alquilante ciclofosfamida. En las dos muestras de sangre
obtenidas evaluamos la expresion de ICAM-1 y CD11b en los monocitos y la
produccion de IL-8 espontanea e inducida por LPS de las células
mononucleares, sin encontrar diferencias significativas. Estos resultados
negativos podrian deberse, entre otras causas, a que los leucocitos de esta
paciente fueran resistentes a Flu o a que la ciclofosfamida hubiera interferido
con la actividad inmunorregulatoria de Flu. Cabe senalar que la Flu no se aplica
hoy en dia como monodroga en oncohematologia, al menos en nuestro medio,
lo que constituye un inconveniente practico para realizar estos estudios. Es por
ello que estamos considerando, como una alternativa para el estudio de los
efectos in vivo de la Flu, la posibilidad de utilizar un modelo murino. De este
modo podriamos evaluar comparativamente el estado de
activacién/diferenciacion de los monocitos provenientes de ratones controles y

tratados con la droga.
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