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Caracterizacion de Distroglicanos en Progenitores Hematopoyéticos
de pacientes con Leucemia Mieloide Crénica

Resumen

La médula 6sea roja tiene la funcidn hematopoyética y alberga a las células
CD34"; las cuales conservan las propiedades: de auto-renovacion y diferenciacion
hematopoyética. La hematopoyesis se produce en nichos que permiten el
mantenimiento, crecimiento y diferenciacion de las células madre y juegan un
papel primordial en la adecuada funcién y la supervivencia del organismo. La
leucemia mieloide crénica (LMC), es una neoplasia, clonal, caracterizada por
sobreproduccién incontrolada de células granulociticas; debido a una
translocacion genética en el cromosoma Filadelfia (Ph). La accién de la proteina
tirosina cinasa aberrante, producto de la translocacion 9;22, favorece la
supervivencia celular, la proliferaciéon e inhibe la apoptosis por medio de la
utilizacion las vias de sefializacion, siendo responsable del desarrollo de la
enfermedad y el proceso de malignizacion. La alteracion de la adhesion celular en
la LMC juega un papel crucial en el comportamiento celular y la progresion de la
enfermedad. Sin embargo, los posibles efectores de las deficiencias en la
adhesion de las células CD34" de LMC aun no han sido identificados pero se ha
demostrado que existen cambios estructurales en la célula, que afectan al
citoesqueleto y membrana celular. Recientemente se ha comprobado que la
alteracion de alfa y beta distroglicano componentes del complejo de proteinas
asociadas a distrofina (DAPC) o la ausencia de estas han sido asociadas a la

presencia de trastornos neoplasicos.

En el presente estudio se caracterizé la presencia del patron de expresion de

distrofinas, utrofinas y proteinas asociadas con especial atencion a alfa y beta
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distroglicano en células tallo hematopoyéticas CD34" de SCU. Estas células
fueron comparadas con los patrones de expresion de las células CD34" de
individuos con LMC en las cuales se observd una aparente disminucion de las
proteinas que constituyen los complejos de distrofina y utrofina asi como una re-
distribucion intranuclear. Los resultados podrian sugerir que los complejos
asociados a distrofina podrian participar como un componente de la matriz nuclear
regulando la expresion génica y por tanto de la patologia.

Asi mismo, se sugiere que las diferencias en la distribucién de los componentes
de los complejos proteicos asociados en las células CD34+ de pacientes con
leucemia mieloide crénica podrian estar relacionados con la patologia de la

enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Leucemia Mieloide Croénica, tirosina cinasa, BCR-ABL,

Distroglicanos, Distrofina, Cromosoma Filadelfia.
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Characterization of dystroglycans in Hematopoietic Progenitors

patients with chronic myeloid leukemia

Abstract

Red bone marrow function is to home and shelter to the CD34+ cells, which retain
the properties of self-renewal and hematopoietic differentiation. Hematopoiesis
occurs in niches that allow the maintenance, growth and differentiation of stem
cells and play a role in the proper function and survival of the organism. Chronic
myeloid leukemia (CML) is a clonal disease characterized by uncontrolled
overproduction of granulocytic cells, due to a genetic translocation in the
Philadelphia chromosome (Ph). The action of the aberrant protein tyrosine kinase,
product of the translocation 9:22 favors cell survival, proliferation and inhibits
apoptosis through the use of signaling pathways, responsible for disease
development and worsening process.

The alteration in CML cell adhesion plays a crucial role in cell behavior and
disease progression. However, the possible effectors of the deficiencies in the
adhesion of CML CD34 cells have not yet been identified but have been shown
that there are structural changes in the cell, affecting the cytoskeleton and cell
membrane. It has recently been shown that alteration or absence of alpha and beta
dystroglycan, components of dystrophin-associated proteins complex (DAPC) have
been associated with the presence of neoplasic disorders.

In this study we characterized the pattern expression of dystrophin, utrophin and
associated proteins with emphasis on alpha and beta dystroglycan in

hematopoietic stem cells from cord blood CD34. These cells were compared with
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patterns of expression of CD34 cells from individuals with CML in which there was
an apparent decrease in the proteins that constitute the complex of dystrophin and
utrophin and an intranuclear redistribution. The results may suggest that the
dystrophin associated complex could participate as a component of the nuclear
matrix regulating gene expression and therefore pathology. Also, they suggest that
differences in the distribution of the components of protein complexes associated
with CD34 in patients with chronic myeloid leukemia cells may be related to the

pathology of their illness.

KEY WORDS: Chronic myeloid leukemia (LMC), tyrosin kinase, BCR-ABL,

dystroglycan, dystrophin, Philadelphia chromosome.
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INTRODUCCION
1. Aspectos generales de las células tallo embrionarias (stem cells)

Una célula troncal embrionaria o totipotencial, es una estirpe celular indiferenciada
capaz de dividirse indefinidamente y dar origen a los diversos tipos de células
especializadas; ya que conservan la habilidad de diferenciarse a tejidos
procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias y por consiguiente
generar células maduras tanto morfolégica como funcionalmente. Es importante
destacar que una célula troncal se denomina pluripotencial al cumplir con 2
propiedades esenciales: auto-renovacion y diferenciacion. Las células madre
pueden clasificarse segun su potencial de diferenciacion. Tal es el caso de de las
células madre hematopoyéticas; las cuales se clasifican como células
multipotenciales adultas; pues conservan la capacidad de diferenciarse
unicamente a células especializadas de tejido hematopoyético. Esta combinacion
de propiedades permite que una célula troncal hematopoyética sea capaz de
diferenciarse en todos los tipos de células sanguineas de forma sostenida segun

las necesidades del organismo durante toda la vida (4,30,38,43).

Celula madre
e adulta

Celula madre s
(2 dpos) 4
k s Celula madre
* embrionaria

Figura 1: Una célula troncal se denomina pluripotente al cumplir con 2 propiedades esenciales: auto-
renovacion y diferenciacion. Las células madre adultas se han caracterizado como multipotentes adultas; pues
conservan Unicamente la capacidad de diferenciarse en tejido especializado, tal es el caso de las células

madre de tejido hematopoyético. Imagen tomada de www.crio-cord.com.
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2. Ontogenia de la médula 6sea

La médula ésea es un tejido que se encuentra en el interior 6seo; su peso se
aproxima a los 3.500 g en el adulto normal y ocupa solo el espacio medular de los
huesos, principalmente en hueso esponjoso y se le ha llegado a considerar un

organo, con funciones vitales como el resto del los componentes del organismo.

Se acompania de fibras reticulares que son componentes del estroma asi como de
una red de capilares sanguineos de tipo sinusoide con epitelio continuo sin
espacios intercelulares. En médula ésea estan presentes las células troncales

hematopoyéticas (CD34"), que permiten la hematopoyesis.

Para su estudio la médula ésea se clasifica en 3 tipos de tejido: Médula 6sea roja
que mantiene la funcién hematopoyética y que alberga a las CD34", este tipo de
tejido es abundante en la infancia y con el crecimiento se va limitando a huesos
planos. Médula 6sea amarilla que es la sustitucion del tejido hematopoyético por
tejido adiposo durante la edad madura. Médula 6sea blanca tejido que sustituye

médula ésea amarilla y que esta presente en edades avanzadas.

En médula, los osteoblastos y células endoteliales constituyen el mayor
componente celular, son derivados de las células troncales mesenquimales (MSC)
y hemangioblastos, respectivamente (1,36,37) y contribuyen a la conformacion de
los nichos vasculares que sirven para mantener el microambiente hematopoyético

de las células tallo.

El estroma celular; no solo es un tejido inerte que forma tramas y da sostén a los
diferentes tipos celulares en los tejidos, se le ha considerado su participacion en la

formacion de nichos celulares y el desarrollo celular.
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El estroma de la médula 6sea (MO) se conforma por tipos celulares variados vy
diferentes moléculas de la matriz extracelular (MEC), cuyos componentes pueden
interactuar en diferentes sitios con los progenitores hematopoyéticos, dependiendo

del tipo celular y su maduracién (1,18,19).

Celula madre
Célula madre i adulea Célula madre
(2 tipos)
,.. Célula madre
* embrionaria *

Progenitor
mieloide Célula madre ||n ?éf:r
hematopoyética

— @
Eritrocitos { Q Baséfilos A%{;, l \
e

F'I;Lquetas

-’ ’
’z Easindfilos
LInfﬂCItDGT = Células MK
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Li nf::rcn:c-s B
Monocitos

Figura 1.1: Modelo jerarquico de las células madre de acuerdo con su potencial de diferenciacion y
representacion de la CD34" (célula madre hematopoyética) y las distintas estirpes celulares de tejido
hematopoyético a las que da origen. Imagen tomada de Crio-Save; Europe’s leading stem cell bank. www.crio-

cord.com
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2.1. Papel de los nichos celulares durante la hematopoyesis

En la vida postfetal, la hematopoyesis se produce exclusivamente en

microambientes o «nichos» en médula 6sea.

Estos nichos facilitan el mantenimiento de las células troncal hematopoyéticas
(HSCs) como unipotentes, con el compromiso de apoyar la expansion del linaje

de poblaciones sanguineas.

La localizacion fisica, que regula la funcion de HSC, en el nicho es de vital

importancia para la funcién y la supervivencia del organismo.

Esto pone bastante presidén selectiva sobre HSCs, ya que solo aquellas células
qgue son capaces de desarrollarse y de realizar sus funciones dentro del nicho con

los medios nutricios adecuados se mantendran como células troncales (19, 58,59).

Con el avance en las técnicas de biologia molecular, ahora se tiene mayor
comprension de los procesos que operan en los nichos a nivel molecular;
incluyendo la adhesion a la matriz extracelular, interaccion célula-célula y su
retroalimentacion positiva y negativa asi como la funcién del macréfago central en

el desarrollo de las diferentes estirpes celulares (10, 15, 18,26, 37).
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Figura 2: Esquema representativo de médula désea; la conformacion del nicho celular y sus funciones: de
arriba hacia abajo podemos observar en el primer recuadro un corte de hueso largo que representa: El nicho
endotelial (1), Nicho vascular (2) y MEC (3). En el segundo recuadro es posible observar una ampliacion del
corte que representa a MO (5) y su distribucidon en hueso esponjoso (4). En el tercer recuadro se representa el

nicho celular donde se lleva acabo la conservacion y diferenciacion de las CD34", ademas de la importancia
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de la asociacion del estroma con la laminina para conservacion del mismo (6). Por ultimo en el cuarto y quinto
recuadro es posible observar la funcién del nicho celular, la importancia de la adhesién a la MEC y la
participacion e el mantenimiento del equilibrio de MO, de citocinas, interleucinas, fibroblastos, macréfagoslos

adipocitos y células mesenquimatosas (7). Esquema original tomado de www.nature.com

3. Patologias de la médula 6sea (MO)

En MO, también se cumplen funciones de hemodlisis fisiolégica e inmunidad. La
linfopoyesis se origina también aqui y por tanto no es extrafo que se afecte
directamente en numerosos procesos de tipo sistémico; como ocurre en algunas
enfermedades infecciosas, de tipo metabdlico, asi como de forma indirecta en la

anemia o en casos especificos como el cancer.

Se conocen como hemopatias a todos aquellos trastornos propios de las células
que se generan en MO a partir de las células madre hematopoyéticas. A estos
padecimientos se les conocen como trastornos de la serie roja, (eritrocitos); o de la
serie blanca, (que corresponden a dos grandes familias de leucocitos: células de

estirpe monocito-granulocitica y linfocitos).

Segun el tipo celular que se afecte, seran generados padecimientos tales como:
Sindromes anémicos; Dis-eritropoyesis Congénitas, Sindromes Linfoproliferativos,
Aplasia medular. Linfomas Hodghking; no Hodghking. Leucemias linfociticas o
granulociticas, agudas y crénicas. En los casos con una destruccidn celular
acelerada, la médula se torna hipercelular y muestra abundantes células mieloides

inmaduras.

Las leucemias son proliferaciones neoplasicas de las células hematopoyéticas en

las que se produce una sustitucion del tejido medular por la neoplasia, con la
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pérdida consiguiente de las células normales, apariciéon de células tumorales en la
sangre y fenobmenos de infiltracion de ciertos 6rganos como el higado, bazo,

ganglios linfaticos o cualquier otro érgano.

Las leucemias pueden originarse en cualquier serie hematopoyética. Las mas
frecuentes son las leucemias de la serie granulocitica y linfoide. En ambos casos,
el cuadro proliferativo puede estar compuesto por células de aspecto maduro

coincidiendo con un cuadro clinico crénico (Leucemias Croénicas).

4. Leucemia Mieloide Crénica

La leucemia mieloide crénica (LMC), es una neoplasia, procedente de la linea
mieloide, de naturaleza clonal, clasificada dentro de los sindromes
mieloproliferativos cronicos. Este padecimiento se  caracteriza por una
sobreproduccién incontrolada de células diferenciadas de la serie granulocitica y
se produce por dafio o funcionamiento aberrante de la célula troncal multipotencial
(CD34%) (8,16, 21,32).

Representa el 2.8% de las formas de cancer diagnosticadas en el mundo y del 15
al 20% de las leucemias totales, de acuerdo a la base de datos de la OMS. Por lo
que se estima que existen 1.6 casos por 100,000 habitantes. Prevalece en
varones 1.3:1 con respecto a las mujeres y la incidencia es alrededor de los 40 a
60 afios, aunque esto no significa que tanto nifos como adolescentes no puedan
ser afectados (32, 35, 36, 45).

Dentro de la poblacion adulta mexicana; la LMC es uno de los tipos mas
frecuentes de leucemia, con una prevalencia de 6 mil pacientes y una incidencia

de mil nuevos casos cada ano.
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Se trata de la segunda causa mas frecuente de cancer en el pais y representa el
55% de las muertes relacionadas con enfermedades hemato-oncoldgicas, ya que
nueve de cada diez casos no saben que padecen la enfermedad y por lo tanto se
diagnostican cuando ésta se encuentra muy avanzada y aunque es controlable, el
30% de los pacientes es resistente a los tratamientos existentes segun los
reportes del Instituto Nacional de Cancerologia (16, 18, 36, 50).

Al momento de hacer el diagnostico de LMC este puede ser fortuito durante un
chequeo de rutina, debido a la inicial sobre produccién de granulocitos
diferenciados. Por lo que mas de la mitad de los afectados son asintomaticos; sin
embargo la afectacion es progresiva y la sobrevida oscila en un promedio de 4y 6
afos después de haberse hecho el diagnéstico, (aunque puede variar a mas o
menos afios); aun con tratamiento adecuado para el paciente.
Independientemente de los hallazgos en los exdmenes de laboratorio y de la
semiologia clinica dada por las caracteristicas del progreso de la enfermedad; el

diagnostico definitivo, esta sustentado por un examen de citogenética y PCR.

La importancia de esta prueba radica en que el analisis molecular de las
anomalias citogenéticas ha identificado los genes responsables de la
transformacidon neoplasica; los oncogenes y los genes supresores tumorales.
Ademas de su localizacion, en muchos casos también conocemos su funcion, y
hay evidencia de su participacion en la transformacion celular neoplasica.

Los signos y sintomas clinicos que presenta el paciente durante la evolucion de la
enfermedad; lo llevan finalmente en un alto porcentaje de los casos a estadios
avanzados en los que la patologia finalmente entra a una fase aguda; que
desemboca en lo que se conoce como etapa blastica o acelerada en la cual la

conservacion del cromosoma Filadelfia y en algunos casos la pobre respuesta al
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tratamiento pueden condicionar frecuentemente la apariciéon de otros trastornos
cromosomicos que deriven en leucemia mieloide aguda (LMA) o leucemia linfoide

aguda (LLA), entre otros.

La LMC se presenta en fase crénica y una vez hecho el diagndstico, e
independientemente del tratamiento; la enfermedad sigue su curso natural. La
etapa avanzada incluye un periodo de aceleracién clinica denominada fase
acelerada que desemboca en una crisis blastica, que consiste en un periodo de
sobreproduccion intensa de células blasticas leucémicas resistentes a terapia.
Antes de la introduccién al mercado farmacéutico de los inhibidores de la tirosin
cinasa (TKI); el tratamiento era conservador y consistia en terapia citotoxica,
(aplicacion de ciclos de quimioterapia) o inmunoldégica en algunos casos; con
transplante de médula ésea y/o interferon alfa (IFNa). Sin embargo, al ser
desarrollados los TKIls en base al conocimiento de la estructura molecular de la
tirosina cinasa BCR-ABL y los mecanismos de la enfermedad, se han obtenido
para el paciente mejores opciones terapéuticas con medicamento y menores
efectos adversos (3, 21, 53,61).

El mesilato de imatinib fue la primera TKI con alta efectividad utilizada el
tratamiento de LMC y ha modificado relativamente la historia natural de la
enfermedad. Adicionalmente, los efectos colaterales debidos a la terapia con TKils
son minimos en células normales debido a la especificidad relativa con la que

trabaja el medicamento sobre las células leucémicas.

No obstante, la terapia no es curativa, pues actua suprimiendo a las clonas

malignas pero no elimina la causa de la enfermedad. Al parecer la célula tallo
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primitiva portadora del cromosoma Ph1 para LMC, es refractaria a la terapia con
TKI, proporcionando posibles mutaciones posteriores del gen BCR-ABL y en
ausencia de TKis, la mutacion es transmitida sin problema a su progenie.

Con respecto a los resultados durante el tratamiento, éstos se miden por el grado
de respuesta hematoldgica, citogenética y molecular alcanzada. La respuesta
hematologica completa (CHR) es definida por la normalizacién de las cuentas
leucocitarias, la remision citogenética completa (CCyR) por la ausencia del
cromosoma Filadelfia en 20 metafases en un analisis clasico del cariotipo, y una
respuesta molecular completa (CMR) significa una eliminaciéon de los transcritos
de RNA de BCR-ABL detectados por reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real cuantitativa (QRT-PCR).

La resistencia al mesilato de imatinib es frecuente debido a la presencia de
mutaciones en la region codificante del dominio de la cinasa BCR-ABL (34,36, 44);
por lo cual se han desarrollado nuevas generaciones de TKIs dirigidas a la
resistencia e intolerancia del mesilato de imatinib, casi todos los pacientes con
LMC pueden alcanzar una CHR y mas del 90% alcanza CCyR con terapia y
seguimiento de mas de 2 afios.

Desafortunadamente, los indices de respuesta en los estadios avanzados de la
enfermedad son pobres; no obstante la mayoria de los pacientes pueden vivir
libres de la enfermedad con terapia TKI siempre que el tratamiento no sea
interrumpido (3, 6, 8,16, 17).

La respuesta molecular completa ocurre en solo el 4% de los pacientes que
recibieron dosis estandar del mesilato de imatinib (27, 29). Estos pacientes aun
conservan células malignas que generalmente no son detectables con los
métodos normalmente utilizados en la clinica, (g-RT PCR); lo cual sugiere que las

células que logran sobrevivir son refractarias al tratamiento pero no resistentes.
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Esto hace necesario, conocer un poco mas de los componentes moleculares y
genéticos de la fisiopatologia de LMC, pues en muchas de las ocasiones proveen
de un campo amplio para la comprension detallada y mejor tratamiento de la
enfermedad. Las técnicas de biologia molecular, han puesto en evidencia la
existencia del gen especifico asi como anomalias cromosdmicas y aspectos
moleculares comprometidos en el desarrollo de leucemia mieloide cronica (LMC) y

que a su vez pueden estar presentes en la mayoria de las leucemias.
5. Etiopatogenia de la LMC

Los trastornos de las células troncal hematopoyéticas (HSC) y la leucemia
mieloide crénica (LMC); son la primer patologia clonal descrita que presenta una
mutacion genética dominante adquirida (18, 21, 35). Durante la investigacion de
estos padecimientos, se detecté por primera vez la alteracion cromosomica del
gen ABL-BCR presente en el 95% de los casos, dicha alteracion se conoce
también como cromosoma Filadelfia (Ph), el cual es producto de la translocacion
reciproca (9; 22) en los bazos largos de dicho cromosoma (34q, 11q). EIl gen
cinasa Abelson (ABL), también conocido como ABL1 perteneciente al cromosoma
9 en su region de entrecruzamiento (breakpoint cluster), presenta una interrupcién
y unién a la region (BCR) gen del cromosoma 22, lo cual da origen a un
cromosoma hibrido de mal funcionamiento. El producto resultante de la proteina
ABL -BCR es una tirosina cinasa aberrante constitutivamente activa; favorece la
supervivencia y la proliferacion celular e inhibe la apoptosis, siendo responsable

del desarrollo de la enfermedad y el proceso de malignizacion.
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La translocacion t(9;22)(q34;911), que alberga al cromosoma Ph1, es también
una alteracion citogenética frecuente de la LLA en adultos y se detecta en el 25-
50% de los casos y en el 5% de los casos pediatricos (mayores de 10 afios), con
leucemias pre-B (inmunoglobulina citoplasmica negativa) con hiper-leucocitosis. A
nivel citogenético, la t(9;22) en la LLA y en la leucemia mieloide crénica (LMC)
parece idéntica, pero con técnicas moleculares el punto de ruptura en el gen BCR
en el cromosoma 22 es mas proximal en la LLA Ph1 que en la LMC. El gen BCR-
ABL en la LLA es por lo tanto mas pequefio, codificando una proteina p190 bcr/abl
menor que la p210 bcr/abl caracteristica de la LMC (29, 42, 34). En dos estudios
de Leucemia Linfoide Aguda (LLA) en adultos, la incidencia de LLA-Ph fue del 14-
22% con citogenética, aumentando al 23-45% con PCR. Desde el punto de vista
terapéutico, es importante la diferenciacion LMC en fase de crisis blastica linfoide
y LLA-Ph1 por ejemplo, lo cual es posible por medio del estudio citogenético y
molecular.

P210 BCR-ABL se encuentra principalmente en el citoplasma, asociado de
manera cercana con F-actina por medio de la vinculacién con su dominio C-
terminal, fosforilando varias proteinas del complejo de adhesién. La modificacion
de los vinculos entre las células cancerosas y matriz extracelular y a su vez las
interacciones entre p210 BCR-ABL y el citoesqueleto en la célula puede ser
importante para las funciones celulares. No obstante que los posibles efectores de
las deficiencias en la adhesion de las células CD34+ de LMC aun no han sido
identificadas (36); se ha demostrado que los progenitores Ph positivos son
incapaces de adherirse a la MEC.

Solo el 20% o 30% de células de LMC tiene capacidad de unirse a laminina y
colagena tipo IV facilitando su salida de la MO a la circulacién sanguinea; mientras

que la presencia y funcionalidad de receptores asociados con fibronectina y
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laminina es aun controversial (6, 8, 50). Asi mismo, se han reportado cambios en
la expresion de la integrina B-1 asi como de la cinasa de adhesion focal (FAK); los
cuales son restaurados por la administracion de interferon-a. ElI IFN-a ha sido
empleado por mas de dos décadas con eficiencia variable, tiene poco efecto sobre
el volumen tumoral pero puede inducir a las células de la LMC a diferenciacion in
vitro (85, 16, 18, 21); regulando su actividad oncogén. Ademas de las principales
mutaciones genéticas, las anormalidades citogenéticas, también constituyen
acontecimientos clave en la patogénesis de la LMC. Se han agrupado para su
estudio alteraciones en tres grupos: (1) las mutaciones que afectan a los genes
que contribuyen a la proliferacion celular (FLT3, c-KIT, RAS, proteinas tirosina
fosfatasa, receptor unico o ITD); (2) mutaciones que afectan genes implicados en
la diferenciacion mieloide (AML1 y CEBPA) y (3) mutaciones que afectan a los
genes implicados en la regulacién del ciclo celular o la apoptosis (p53, NPM1).
Otros acontecimientos son a menudo oncogénicos como lo son las mutaciones en
el receptor de FLT3-ITD que permiten una proliferacion descontrolada de las
clonas y una mayor supervivencia sobre las células sanas ademas de bloquear la

diferenciacién mieloide y su autorrenovacion (4,29).
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FIGURA 3: Esquema de la translocacion reciproca (9; 22), causante de LMC, en los bazos largos de dichos
cromosomas. La alteracion cromosdmica del gen ABL-BCR también conocida como cromosoma Filadelfia

(Ph) se encuentra presente en el 95% de los casos de LMC. www.unidadhematooncolégica.com

6.- Matriz Extracelular y Complejo de proteinas asociadas a Distrofina

La matriz extracelular (MEC) es un componente cohesivo sintetizado por las
propias células, que forman un medio de integracion fisiolégico, de naturaleza
bioquimica compleja, que implica asociaciones celulares cooperativas para formar
tejidos. Su formacion, se da a partir de un conjunto de macromoléculas celulares
externas; que conforman el ecosistema donde la célula realiza sus funciones
vitales: multiplicacién, preservacion, procesos bioquimicos vy fisiolégicos (7, 9, 20).

Se pensaba que el citoesqueleto funcionaba uUnicamente como un armazoén
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proteico filamentoso desplegado por todo el citosol para dar sostén y estructura a
la célula; sin embargo en afos recientes se ha comenzado a considerar un
componente importante dentro de la célula. Se integra por tres clases de
filamentos: microtubulos, filamentos intermedios, de actina; y un conjunto de

proteinas accesorias clasificadas como reguladoras, ligadoras y motoras.

La distrofina es una proteina del citoesqueleto cuya funcién principal es la de
conectar los filamentos de actina con la membrana celular. Su dominio N-terminal
se une a la actina y su dominio C-terminal se une al complejo de proteinas asociadas
a distrofina; (DAP; Dystrophin-Associated Proteins) en la membrana celular. DAP
esta conformado por un grupo de proteinas membranales, periféricas e integrales
que proporcionan un vinculo estructural entre la matriz extracelular y el citoesqueleto
de las células (esto ha sido observado en células musculares y algunas
endoteliales); las proteinas que conforman el complejo, se organizan
estructuralmente en tres subcomplejos distintos:

La familia de las distrofinas y otras proteinas -citoesqueléticas asociadas;
distrofina/utrofina/DRP2, distrobrevinas (sub unidades a y ), sintrofinas (sub-
unidades a1, 1, B2) y los distroglicanos Dgs; sub unidades a 'y 3) (10, 11).

En la célula la distrofina es un componente esencial que conecta el citoesqueleto de
actina con la matriz extracelular a través de proteinas residentes de la membrana
plasmatica. Esta proteina se encuentra formando un complejo con el B-
distroglicano, los sarcoglicanos, la a-distrobrevina, a, B-sintrofina y algunas otras
proteinas relacionadas con la transduccién de sefales.

Se han realizado varios intentos para esclarecer el papel de la distrofina y la
utrofina en distintos modelos celulares. En las células musculares se ha

determinado tiempo atras una asociacién directa con la funcion (5), se ha
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observado que las isoformas poseen una expresion diferencial en algunos tejidos.
En plaquetas se ha demostrado que la presencia de utrofina y de isoformas cortas
de distrofina, constituyen los complejos correspondientes a distrofina y utrofina
promoviendo los procesos inherentes a la funcion plaquetaria como adhesion,

agregacion y centralizacion de los granulos (12,13, 14).

6.1 Proteinas asociadas al complejo de distrofina (DAPC)

La distrofina y las proteinas asociadas a la distrofina (DAP’s) son de vital
importancia para el mantenimiento de la integridad de la membrana
citoplasmatica, y se ha reportado que la ausencia de la distrofina o de alguna DAP
(ejemplo B-distroglicano) generan patologias (en musculo; distrofias musculares).
Recientemente se han determinado dentro de las células musculares dos
isoformas nuevas de distrofina; asi mismo se encontré que las DAP’s que se
expresan en esta linea celular son: el B-distroglicano, la a-distrobrevina, el a, B, v,
O-sarcoglicano, la a, B-sintrofina y la proteina NOS; mientras que no observamos
expresion de la B-distrobrevina.

Estos resultados nos hacen pensar que la distrofina y las DAP’s ademas de tener
una funcién importante en la membrana citoplasmatica también es probable que
tengan alguna funcion particular segun el tipo de célula y dentro del nucleo celular.
Aparentemente, la funcion que tienen dentro del nucleo es de caracter estructural
al igual que en la membrana citoplasmatica, como se ha observado en estudios
con la linea celular HeLa (7, 9, 20, 22, 33), en los cuales se encontr6 que la Dp71
y las DAP’s estan formando un complejo muy similar al que se encuentra en la

membrana citoplasmatica (8,9,14).
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Figura 4: Modelo del DAPC, modificado por Cohn y Campbell en 2000. Esta figura muestra la localizacion y

caracteristicas del complejo dentro del citoesqueleto y en la membrana celular.

6.2 El Distroglicano, un integrante del DAPC

El distroglicano es una proteina que pertenece al DAPC. Fue nombrado Dg por su
asociacion a distrofina y su glucosilacion extensiva; esta conformado por dos
subunidades a-distroglicano (a-Dg) y B-distroglicano, (3-Dg). Su funcién reside en
organizar la union entre laminina de ME vy distrofina la cual que se enlaza a
citoesqueleto, por medio de actina.

El gen DAG-1 codifica para sintetizar el distroglicano ubicandose en la regién
3p21. La secuencia codificante esta dividida en dos exones, separados por un
gran intron. El transcrito derivado de 5.8 kb contiene un marco abierto de lectura
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de 895 residuos y puede ser detectado en una gran variedad de tejidos
encontrandose abundantemente en musculo. Se sintetiza, de un unico mRNA; por
procesos proteico post-traduccionales, los cuales generan una proteina Unica
precursora; que se fragmenta por protedlisis en 2 proteinas no covalentes ay 8
respectivamente.

El cambio post-traduccional se genera con la ruptura en Ser654, dando como
resultado a las dos proteinas maduras. El significado de esta ruptura se
desconoce y la secuencia de aminoacidos alrededor del sitio de ruptura, no se
encuentra conservada entre vertebrados e invertebrados. La glicobiologia del

distroglicano recientemente se ha detallado.

6.2.1 a-distroglicano (a-Dg)

a-Dg es una proteina extracelular que se ancla a MEC por medio de la unién a
laminina-a2; es una proteina de gran tamafo; debido a la glucosilacion: tiene una
masa prevista de 72 kDa; pero en geles de acrilamida migra como una banda
homogénea con una masa mayor; variando de los 120 kDa en cerebro y SNP a
mas de 150 kDa en el musculo esquelético y cardiaco.

Estas diferencias se deben a la extensa glucosilacion y a las variaciones del tejido
en el que se ubica; desde hace tiempo se sabe que la glucosilacién de a-Dg es
necesaria para la union a su ligando y contiene tres sitios potenciales para N-
glucosilacién. Mediante microscopia electrénica se ha observado a a-Dg como una
molécula con forma de mancuerna, con dos dominios globulares separados por un
dominio en barra que corresponde al dominio de mucina-like. Gracias a esto se
sabe que a-DG cuenta con una serie de ligandos de reciente descubrimiento hacia

MEC que incluyen agrina, perlecan y neurexina todos los cuales se unen a partir
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de los dominios de laminina-G. De aqui surge la importancia de la glucosilacién de

a-DG en las patologias (22, 28).

6.2.2 B-distroglicano (B-Dg)

B-Dg es una glicoproteina que contiene un unico dominio transmembranal. Su
peso molecular se estima alrededor de los 43kDa. Al estar ubicada en membrana,
intracelularmente puede unirse a distrofina o a su homodloga utrofina; mediante su
extremo carboxilo terminal; que se encuentra enriquecido en prolina el cual
contiene un potencial sitio de N-glicosilacion.

El B-Dg se une al citoesqueleto de actina y extracelularmente al a-Dg, por lo tanto
el B-Dg puede estar involucrado en las rutas de transduccion de sefiales y en la
formacion de enlaces transmembrana; funcionando como un receptor celular que
organiza la union entre laminina de la matriz extracelular y citoesqueleto por medio
de la distrofina y a su vez se enlaza con a-Dg que esta glucosilado en la

membrana e interacciona con laminina-a2 (5, 26).

6.2.3 a- y B-distroglicano

Las modificaciones post-traduccionales, entre las que se encuentran la
glicosilacion y la fosforilacion son clave en la regulaciéon de la especificidad de la
interaccion del distroglicano en diferentes tejidos y en diferentes etapas del
desarrollo.

Se sabe que Dg, se expresa en muchos otros tipos celulares y desempeia
funciones implicadas en el desarrollo, estructura, funcion y morfogénesis (7, 9).

Por consiguiente la alteracién o la ausencia de Dg se ha asociado a diversas
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alteraciones en la produccion de Dg con severos desordenes congénitos y de la
arquitectura celular ademas de progresion de células cancerosas. Hasta ahora, no
se han identificado mutaciones en el gen del Dg, los avances recientes han
subrayado la importancia del procesamiento post-traduccional para la interaccion
del Dg con sus ligandos y han brindado pistas sobre el desarrollo de la
patogénesis de enfermedades complejas (5,22, 37).

El amplio rango de ligandos extracelulares indica que el Dg tiene una funcién
importante no solo en los altos niveles del desarrollo y tejidos adultos; también en
el basamento membranal como receptor y se encuentra involucrado en el
ensamblaje, la adhesion celular y los procesos de sefializacion. Por consiguiente,
Su ausencia o sus anomalias han sido asociadas con severos desordenes

congénitos y progresion del cancer.

7. Distroglicanopatias y otras patologias relacionadas

Estudios previos en células cancerosas han sugerido que los cambios en la
funcién del distroglicano contribuyen a la progresion y gravedad de la enfermedad.
Recientemente se ha mostrado que tejidos sélidos cancerosos de eséfago, colon,
riAidn y mama presentan una marcada reduccion de B-Dg, sugiriendo un papel
como supresor tumoral (22, 23, 26, 37).

Asi mismo, al intervenir como una proteina reguladora de adhesiones focales (9,
10). Su mal funcionamiento juega un papel importante dentro de los tejidos en los

que participa. (11,12, 48).
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ANTECEDENTES DEL PROYECTO

Hasta ahora no existe evidencia que compruebe la existencia de los complejos
proteicos asociados a distrofina en células tallo hematopoyéticas por lo cual
incluso se desconoce su posible funcion. En el presente estudio se propone
caracterizar la presencia de los complejos de proteinas asociados a distrofina y
utrofina en células tallo hematopoyéticas CD34" y compararlas con las células de
médula ésea de individuos con LMC en fase crénica.

Se ha observado, en estudios previos con células cancerosas, cambios en la
glucosilaciéon, expresion y distribucidn del distroglicano; lo cual ha sugerido que
esta proteina del citoesqueleto podria estar contribuyendo a la progresion y
gravedad de la enfermedad. En muestras de tejidos cancerosos de eséfago,
colon, riidn y mama se presentd una marcada reduccién de beta distroglicano,
sugiriendo su papel como un supresor tumoral (23, 36, 57).

A la fecha se ha estudiado la presencia y posible funcion de estos en células
diferenciadas del tejido sanguineo como plaquetas y neutréfilos. En plaquetas se
ha caracterizado la presencia de B-distroglicano como parte de los complejos de
proteinas asociados a distrofina y utrofina. Estas investigaciones sugieren que los
distroglicanos se presentan entre los sistemas de actina y microtubulos
participando como una proteina reguladora de las adhesiones focales (2, 6, 7).

En neutrdfilos, se ha descrito la presencia de complejos asociados a distrofina y
utrofina; asi como la presencia de especies fosforiladas de B-distroglicano en
neutrofilos activados lo cual hace pensar que pueden tener importancia durante
los procesos de fagocitosis (14), sin embargo, se desconoce la presencia y funcién

de estos complejos en células progenitoras.

37



JUSTIFICACION

Las distroglicanopatias son un grupo de enfermedades heredadas que tienen un
mecanismo comun subyacente: alteraciones en la funcién o estructura del Dg. El
Dg se ha implicado en el desarrollo embrionario temprano, en la estructura y
funcidén del SNC, en los procesos de mielinizacion y en la arquitectura nodal del
SNP, en la morfogénesis epitelial, la adhesion celular y los procesos de
sefalizacion. Por consiguiente, su ausencia o anomalias han sido asociadas con
severos desordenes congénitos y progresion del cancer. En el cancer; el Dg juega
un papel importante en la membrana basal y en conjunto con las células epiteliales
a través del contacto con la ECM. Numerosos canceres de origen epitelial y
neuronal fueron el resultado de una asociacion entre la pérdida de las sub
unidades de Dg y la progresion del tumor. Por lo tanto es posible que los
distroglicanos como proteinas de localizacion transmembranal y dominios intra y
extracitoplasmicos, puedan presentar una participacion dinamica en los procesos
de adhesidén, migracion, proliferacion y diferenciacion de los progenitores
hematopoyéticos CD34" sanos. Por esta razon podriamos considerar que los
mecanismos de adhesion y proliferacion de las células CD34" presentes en los
pacientes con LMC se encuentran alterados debido a una disminucién o
modificacion de distroglicanos. Esperamos que nuestros resultados puedan
aportar mecanismos fisiopatoldgicos novedosos con respecto a esta enfermedad y
que constituyan las primeras bases que permitan proponer terapias alternativas

para contrarrestar los efectos clinicos en la LMC.
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HIPOTESIS

La disminucién en la adhesion de las células CD34" al estroma de la médula 6sea
de pacientes con LMC es provocada por una disminucion de a- y pB-
Distroglicanos, lo cual contribuye a una proliferacion incontrolada de los

precursores y a la manifestacién de la enfermedad.
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OBJETIVOS

General:

Evaluar la presencia de a- y B-distroglicano en progenitores hematopoyéticos de

pacientes con LMC.

Especificos:

1.- Caracterizar la expresion y distribucién de los distroglicanos y proteinas

asociadas en células progenitoras hematopoyéticas sanas.

2.- Caracterizar la expresion y distribucion de los distroglicanos en células

progenitoras con LMC.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Caracterizacion de Distroglicanos en
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METODOLOGIA
Diseino del estudio

e Experimental

e Prospectivo

Poblacién y tamaino de la muestra

e Grupo problema: Se obtuvo por consentimiento informado muestras de
médula 6sea de pacientes con LMC de recién diagndstico sin tratamiento
previo.

¢ Grupo control: Las muestras control se obtuvieron de unidades de sangre
de cordon umbilical (SCU); de recién nacidos sanos, que no fueron
requeridas para transplante por el Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea (CNTS).

Criterios de inclusion:

- Bajo la colaboracion y los preceptos éticos con los se rige el Hospital Regional 1°
de Octubre ISSSTE: se incluyeron pacientes que estuvieran de acuerdo en

participar en el proyecto y que cumplieran con los siguientes requisitos:

e Diagnostico reciente de LMC corroborado por el hospital mediante la
deteccion del cromosoma Filadelfia (Ph) por RT-PCR.
e Pacientes sin tratamiento previo al momento del diagnoéstico.

e Pacientes con diagnéstico de fase acelerada y/o crisis blastica.
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e Pacientes atendidos en la seccién de Hematologia de dicho hospital y que

deseaban colaborar con el proyecto.

- Por colaboracién con el Instituto Nacional de la Transfusidon Sanguinea SSA vy
bajo sus estatutos; se obtuvieron unidades de sangre de cordon umbilical (USC);
las cuales fueron utilizadas bajo las condiciones de bioseguridad especificadas por
dicho instituto y bajo las normas generales de manejo de material

infectocontagioso.

e Sangre de cordon umbilical de reciente extraccion (no mas de 48 horas).

e Adecuadamente almacenada en bolsa contenedora (Grifols™?)

e Que contuviera anticoagulante para su manejo y estuviera libre de
coagulos.

e Que no se requiriera para transplante pero con células viables para la

realizacion de los experimentos.
Criterios de exclusion

- Grupo problema:

e Pacientes que no deseaban participar en el proyecto.

e Pacientes con diagnostico de Leucemia que no cumplieron con los
requisitos de ser Mieloide y Croénica.

e Pacientes que no presentaron diagndstico reciente de Leucemia Mieloide

Crénica (LMC) o que su diagnéstico sea dudoso.
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- Grupo control:

e Unidades de SCU con defectos en su almacenamiento.

e Unidades de SCU de mas de 3 dias de extraccion.

¢ Unidades de SCU que fueran requerida por la institucion para transplante.

e Unidades de SCU sin anticoagulante o que a pesar del mismo tuviera
coagulos.

Criterios de eliminacion
- Grupo problema:

e Pacientes en tratamiento de LMC.
e Pacientes con otra variedad de leucemia.

e Pacientes que decidieran retirarse del proyecto.

-Grupo control:

e SCU que presentara alteraciones celulares.
e Unidades de SCU sin registro y fecha de recoleccion.

e SCU con alto numero de glébulos rojos lisados.
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MATERIALES

Materiales utilizados para técnicas establecidas con células tallo hematopoyéticas

humanas
Tabla 1: Material Utilizado para la purificaciéon de CD34"

3 Bolsa contenedora para SCU «3  Ficoll Hypack
Grifols.MR

©3 CPD-150 ©3 PBS pH 7.4*

3 Dynabeads CD34" @3 Solucién Reductora de células
(Dynal™® Invitrogen) agregadas*

©3 Solucién separadora de afinidad de perlas «3 Buffer de lisis de Eritrocitos*
(Dynal'\’IR Invitrogen)

* Todos los reactivos y sales utilizados son de Sigma-Aldrich Chemicals®

Tabla 2: Materiales para técnica de Inmunofluorescencia

o8 p-formaldehido al 2%* 3 NP40*
3 PBS- albumina 0.1%* ©3  Anticuerpos Primarios. (Ver tabla 5)
3 Esmalte transparente. 3 Vectashield

* Todos los reactivos y sales utilizados son de Sigma-Aldrich Chemicals®

Tabla 2.1: Anticuerpos secundarios

©3 Falacidina 3 Texas Red Iso-Thiocyanate (TRICT)

©3 Fluorescein Iso-Thiocyanate (FITC) 3 4’ ,6-diaminodino-2-phenylindole (DAPI)

* Todos los anticuerpos presentados en la tabla y utilizados son Santa Cruz Biotechnology®
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Tabla 3: Materiales para Western blot

3 Agua bidestilada

3 Buffer de Lisis 5X

3 Protease inhibitor mix

©3 TBS-T 1%

3 PSMF

o8 Anticuerpos primarios

o3 Buffer de carga 2X

3 Anticuerpos secundarios:

«3 Gel de Acrilamida 10%

@3 Hourse rabbit peroxidase (HRP)

«3 Buffer de Electroforesis

3 Placas Kodak "™

5 TBS-T 1%

©3 Luminol

Anticuerpos primarios (Ver tabla 5)

Anticuerpos secundarios

* Todos los reactivos y sales utilizados son de Sigma-Aldrich Chemicals®

Tabla 4: Materiales para Inmunoprecipitacion

©3 Pool de proteinas con SCU

o3 Perlas de proteina G sefarosa

o3 Anticuerpo Inmunoprecipitante

«3 Anticuerpo Irrelevante

©3 Buffer de lisis | detergente

«3 Buffer de lavado

* Todos los reactivos y sales utilizados son de Sigma-Aldrich Chemicals®
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Tabla 5. Caracteristicas de los anticuerpos primarios

Anticuerpo Inmunégeno Especificidad Referencia
Santa Cruz
Actina C-2 pAb C-T Actina Biotechnology Inc.

(CA).

H4 pAb ulltimos 11aa del C-T Todas las distrofinas Dalloz et al., 2003.
. . . Novocastra (New
Dys2 mAb Ultimos 27 aa del C-T Todas las distrofinas
Castle,UK)
Santa Cruz

Utrofina mAb
3B6

Ultimos 261-371aa

Utrofina de humano y rata

Biotechnology Inc.

(CA).

K7 pAb

Ultimos 15 aa del C-T

Todas las utrofinas

Dalloz et al., 2003

JAF pAb

Ultimos 7 aa del C-T

B—Distroglicano

Rivier et al., 1997

a-distroglicano
H-3000

Reconoce el épitope cercano
a 300-329 aa cerca del N-T

a-Distroglicano

Santa Cruz
Biotechnology Inc.
(CA).

a—distrobrevina
V-19

Reconoce el epitope cercano
al C-T

a — distrobrevina de humano

subunidad a,8,e y C,C12

Santa Cruz
Biotechnology Inc.
(CA).

a-Db pAb

Ultimos 10 aa del C-T

a — distrobrevina

Peters et al., 1997

a-Sintrofina C-16

Reconoce el epitope cercano
al C-T

a —sintrofinas de humano

Santa Cruz
Biotechnology Inc.
(CA).

a-Sintrofina C4
pAb

Péptido 191-206

Todas las a sintrofinas

Rivier et al., 1999

mADb, anticuerpo monoclonal; pAb, anticuerpo policlonal; C-T, COOH-terminal; N-T, NH2-terminal.
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Materiales para Citometria de Flujo
Amortiguador de fosfatos (PBS pH 7.4)

Anticuerpos primarios (Ver tabla 5)

Tabla 6. Caracteristicas de anticuerpo para citometria de flujo.

Cluster of .
Fluorocromo Expresién

differentiation

. Marcador de
. R-PE Phycoerythrin
CD34" Humano ) membrana de Células
conjugado .

Tallo Hematopoyéticas

1 Todos los materiales y reactivos requeridos estan disponibles en los lugares de trabajo ENMyH IPN.
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METODOS
1. Método para aislar Células Sanguineas.

Una vez obtenida la muestra bioldgica, (sangre de cordon umbilical SCU o Médula

6sea MO); ésta se transportd y manejo en red fria a 4°C:

La sangre total fue examinada a simple vista para descartar lisis o coagulos, |,
posteriormente se centrifugd a 700 rpm por 10 minutos, para retirar las plaquetas y
evitar su adhesion a las células de interés, una vez extraido el suero con
plaquetas, se repuso volumen con PBS pH 7.4, repitiendo los lavados por
triplicado. La sangre libre de suero y plaquetas fue suspendida en 2ml de PBS
pH7.4; Solucién Reductora de células agregadas (PBS pH 7.4, EDTA 2mM) 1.4 y
en tubos conicos estériles se adiciond Ficoll-Paque Plus™R, seguido de una capa
de sangre sin mezclarse, generando una bi-capa que se centrifugé a 1,700 rpm

por 35 minutos.

Ficoll-Paque PlusM?; permitid que la sangre fuera separada por gradiente de
densidad celular, lo cual formé varios estratos celulares de los cuales extrajo el
estrato o anillo que contenia la poblacién de mononucleares. Una vez que fueron
extraidos se suspendieron en 5 ml de PBS pH 7.4 y centrifugados por 10 minutos
a 500 rpm. Del paso anterior se colecté el precipitado celular desechando el
sobrenadante. Una vez formado un botdn celular con todas las muestras, se

adicionaron 3 ml de PBS y se mantuvieron a 4°C*.

2 _ . . z ~ “re z z
* Este procedimiento se aplicé tanto a células de corddén umbilical como de médula 6sea. Para separar

células Tallo maduras CD34+ segun sea el caso y el tipo de muestra.
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1.2 Aislamiento de CD34" en LMC o SCU

Concluida la primera fase de extraccion de células mononucleares, para aislar la

poblacién de CD34", fueron utilizadas las siguientes técnicas:
1.3 Aislamiento de células CD34" por Perlas Magnéticas

Dentro de la poblacion de células mononucleares previamente obtenidas; fueron
aisladas todas aquellas células tallo que contenian en su membrana el marcador
celular CD34", por afinidad positiva; mediante reaccion antigeno anticuerpo;
empleando el kit comercial de perlas magnéticas (CD34" progenitor cell isolation

system, Dynal / Becton Dickinson"¥).

Se utilizaron 100 ul de perlas por cada 4X10” células cuantificadas y se incubaron
durante 35 minutos en agitacion a 4°C; lo que permitié que fuera reconocido el
marcador CD34" en aquellas células mononucleares que lo contenian. Concluido
el periodo de incubacién las perlas unidas a la poblacion celular de interés, fueron
colocadas en un magneto que permitid aislar a las células que contenian el
marcador CD34", del resto de poblaciones existentes. Una vez que han sido
aisladas las células con las perlas, estas fueron incubadas por 45 minutos en
buffer para eliminacién de perlas Detachabead, Dynal™® (El cual rompi6 la afinidad
entre las células y las perlas). Posteriormente se rescatd el sobrenadante que

contenia las células tallo hematopoyeéticas.
1.4 Cuantificaciéon de células CD34" en citémetro de flujo FACS calibur

Para corroborar que se aisld una poblacién de CD34"; las células mononucleares
previamente aisladas se marcaron con anticuerpos CD34" PE, (Santa Cruz

Biotechnology Inc. CA) a una concentracion de 1uyL X 1,000 000 de células
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cuantificadas, se incubaron durante 45 minutos y posteriormente fueron lavadas y
resuspendidas en PBS pH 7.4 a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
incubacion, las células fueron lavadas y suspendidas en buffer de tinciéon antes de
su analisis por medio del citbmetro de flujo FACS Calibur, con lo que se corroboré

la pureza de la poblacion en estudio.

2. Evaluacion de Distroglicanos y la posible formacion de complejos con

proteinas asociadas.

Una vez obtenidas las células tallo con el correspondiente marcador CD34"; fue
evaluada la viabilidad celular mediante la observacién por microscopio y tincion
celular con azul de tripan. Por medio de esta técnica se decidid que experimentos

eran los mas apropiados para la muestra obtenida.

En caso de realizarse lisado total de proteinas para Western blot o
Inmunoprecipitaciéon; el lisado total de proteinas fue cuantificado, con el kit

comercial BSA Protein Assay (by Thermo) para Nanodrop™R.

Durante la cuantificacion de los lisados totales, se observé baja concentracion
proteica en los extractos obtenidos; esto secundario a una baja poblacion de
células tallo CD34" en SCU (equivalente a 0.3% del volumen total) por muestra;
motivo por el cual, se tomo la decision de realizar un pool de proteinas compuesto
por un total de 6 unidades de SCU para el caso de los grupos control; para poder

disponer de una cantidad de proteina total adecuada para inmuno analisis.
2.1. Analisis por Western-blot

2x10° células fueron lisadas en Buffer de solubilizacién (100 mM Tris, 5SMm MgCly,
200 mM ditiotreitol, y SDS al 4%) el cual contenia 100 mM NaF, 10 mM
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pirofosfato de sodio y 2mM de NazVO,4, 4mM etilén-diamino-tetra-acético, 1% de
tritdn. Adicionalmente se sonico la muestra por 15 segundos durante 3 ciclos y se
mezclé con buffer de carga para proteinas (Tris-CI/SDS pH 6.8 4X, 3000ul de
Glicerol al 30%, 2-B, Mercapto etanol 600ul, SDS 10%, 1,200 yl de azul de
bromofenol). Fueron realizados geles con poliacrilamida al 10% y se agregd un
marcador de peso molecular junto con la solucion que contiene las proteinas;
fueron cargados en cada pozo 120 a 150 ug de extracto total de proteina,
(previamente cuantificadas por curva de absorbancia) y se aplicé el principio de

electroforesis a las mismas.

Posterior a este paso las proteinas del gel de poliacrilamida fueron transferidas a
una membrana de papel de nitrocelulosa por medio de una camara de
transferencia semi-seca durante 1 hora, una vez completado el tiempo de
transferencia, la membrana fue tefida con rojo de Ponceau, para corroborar que la
transferencia de las proteinas haya tenido éxito. Para retirar el rojo de Ponceau la
membrana fue lavada con TBS-T al 1x durante 5,10 y 15 minutos y posteriormente
incubada en caseinato de calcio con TBS-T al 10% (sol. Amortiguadora) por 1hora,
una vez cumplido el tiempo de incubacién, fueron realizados lavados con TBS-T
durante 5,10 y 15 minutos. Terminado el tiempo de lavado, la membrana se incubd
con anticuerpos primarios a concentraciones de 1:500 yL durante 24 horas en
agitacion a 4°C. La membrana se lavo nuevamente durante 5, 10 y 15 minutos con
TBS-T a temperatura ambiente y fue incubada nuevamente con anticuerpos
secundarios 1:30,000 durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente,
terminado el tiempo de incubacion se realizaron lavados con TBS-T nuevamente.
Para el registro de los complejos estudiados, terminados los tiempos de

incubacién, se aplicd una solucion de color marcada con peroxidasa; ECL
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Westernlighthing Plus Perkin ElmerR. La cual permitié que las membranas fueran
reveladas por el método de quimioluminiscencia y los resultados documentados en

placas para revelado Kodak"®.

2.2. Ensayo de Inmunoprecipitacion.

Durante 15 minutos fueron lisadas células CD34"; suspendidas en un volumen de
200 pL de PBS, con un volumen equivalente de buffer de lisis (EGTA 2 mM,
HEPES 100 mM, NaCl 150 mM, Tritén1%, pH 7.4) conteniendo 3 pyL de PSMF y
10 pL de inhibidores de proteasas (Mix inhibitor protein™?). Una vez obtenidos 300
Mg de lisado total de proteinas, este fue incubado por 24 horas a 4°C en agitacidon
con perlas de proteina G-sefarosa previamente equilibradas y los anticuerpos
inmunoprecipitantes correspondientes Actina C2, Distrofina Dys2 y Utrofina 3B6.
Los inmunoprecipitados fueron separados por centrifugacion, lavados con buffer
libre de NP-40; re-suspendidos en buffer de carga (125 mM Tris HCI, 4% SDS, 20
% glicerol, 0.01 mg/ml B-mercaptoetanol y azul de bromofenol, pH 6.8) vy
sometidos a una temperatura de 98°C por 5 minutos. Las proteinas

inmunoprecipitadas se analizaron por Western blot como ya fue descrito.
2.3. Técnica de Inmunofluorescencia.

CD34" fueron fijadas en cubre objetos (previamente limpios con agua destilada,
etanol y tratados con Poli D Lisina) con una mezcla de p-formaldehido al 2%, en
soluciéon de estabilizadora de citoesqueleto, PHEM (PIPES100 mM, HEPES 5,25
mM, EGTA10 mM, MgCl, 20 mM, pH 6,9) y NP-40 al 0.2% durante 2 minutos (8).

Una vez fijas al cubre objetos, CD34" fueron lavadas con PBS pH 7.4 e incubadas

con suero bovino fetal (BSA) al 0.5% por 20 minutos, completado el tiempo de
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incubacion se realizé6 nuevamente un lavado con PBS y se incubé durante 2 horas
con anticuerpos primarios en dilucion con PBS. Posterior al primer tiempo de
incubacion y un lavado previo de PBS, durante 1 hora se realizé una nueva
incubacion con 0,1 mg/ml FITC (Fluorescein isotiocianato), anticuerpo secundario
y falacidina para marcar los filamentos de actina, seguido de lavados con PBS pH

7.4 e incubacién durante 1 hora con DAPI para la tincion de los nucleos.

Posterior a la tincién de las células en estudio, las muestras fueron protegidas de
la luz y cubiertas con un porta objetos que contenia 7 pL de Vectashield,
encargado de fijar y mantener la fluorescencia de las muestras hasta el momento
de su analisis. El analisis de las células se realizd por microscopia confocal
(Microscopio Leica modelo TCS SP5 Tandem Multifotonico™?; objetivo 63X, plan
neofluar 1.4AN, zoom 4X); con el objetivo de dar a conocer la distribucién
topografica dentro de la célula de nuestras proteinas asociadas y su relacién con

las proteinas del citoesqueleto.
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RESULTADOS

El patron de expresion y la distribucion del Dg (a y B), distrofina, utrofina,
distrobrevina, y sintrofina; fueron analizadas por ensayos de Western blot y por
microscopia confocal, para los cuales fueron utilizados en todos los casos
anticuerpos especificos dirigidos contra el epitope de la proteina que deseabamos
caracterizar; asi mismo en todos los casos, se utilizaron células C2C12 como
muestra control para corroborar la existencia de nuestras proteinas de interés, asi

como el adecuado manejo de la técnica de Western blot.

1. La forma corta Dp71 esta presente en células tallo hematopoyéticas

(CD34%) humanas y co-localizan con filamentos de actina.

El patron de expresion y la distribucion de distrofina, fueron analizadas por
ensayos Western blot y por microscopia confocal (Figura 5), para los cuales fueron
utilizados anticuerpos dirigidos al epitope localizado en la regién C- terminal de la
distrofina (Dys2, H4) por lo que fue posible detectar la presencia de la forma corta
de la proteina. En ensayos de Western-blot; se requiridé concentrar lisados
proteicos provenientes de diferentes bolsas de sangre de cordon umbilical; ya que
las células tallo seleccionadas obtenidas de esta fuente asciende unicamente a un
0.3% de la poblacion total de mononucleares, independientemente del
procedimiento empleado para su purificacion ya sea perlas magnéticas o
citometria de flujo (44, 45). Cabe senalar que en estos ensayos se empled un
lisado control positivo, perteneciente a una linea celular de musculo (C2C12).

El patron de expresidon detectado al emplear el anticuerpo H4 dirigido contra todas

las distrofinas, mostro la presencia de bandas sugestivas para la proteina Dp116,

55



una banda de 71kDa correspondiente a la isoforma Dp71d asi como una banda
tenue de 55 kDa que podria corresponder a Dp71A410™ las cuales co-migraron con

el lisado control de células C2C12.

En relacion a la morfologia de las células tallo (CD34%), como se puede ver en
cada uno de los cortes e imagenes de microscopia confocal, son células de forma
redonda con nucleos grandes, de bordes uniformes y escaso citoplasma, sin
embargo estas células aun manteniendo este patron morfolégico jamas son
idénticas entre si y pueden presentar ligeras variantes en morfologia; dando lugar
a formas en algunos casos muy redondeadas y en otras ligeramente alargadas o
en forma de elipse, sin que esto signifique que pierdan el patrén morfolégico que
las caracteriza y que es constante en cada una de ellas: nucleos grandes
regulares y poco citoplasma; denotando de este modo que se trata de una célula
poco diferenciada, especializada o muy joven dentro del proceso de diferenciacion
celular. Finalmente lo que se observa en azul, corresponde a la ubicacion del
nucleo el cual de forma constante mantiene un gran tamafo y sus bordes en todo
momento estan bien definidos.

Para conocer la distribucion de las isoformas de distrofina en relacion con el
citoesqueleto de actina se realizaron inmunofluorescencias y se procedié a
emplear falacidina marcada con tetrametil isotiocianato de rodamina (TRITC), y un
anticuerpo anti-distrofina el cual puede identificar cualquiera de las proteinas antes
mencionadas Dp114, Dp71d, DpA11o™, y revelado con un anticuerpo secundario

marcado con isotiocianato de fluoresceina.

En virtud de que por Western blot la proteina mas abundante del sistema

correspondié a Dp71d la localizacién de las proteinas detectadas con el anticuerpo
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H4 sera referida como Dp71d (Figura 5). Asi mismo los nucleos celulares se

tiferon empleando el diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

En el presente apartado se describe la distribucion de actina filamentosa en
células CD34" de cordéon umbilical, la cual es similar en todos los resultados de

este tipo por lo que en ulteriores apartados ya no sera descrita.

La actina filamentosa (actina) se localizé principalmente en la membrana
plasmatica y regiéon sub-membranal con una distribucion homogénea sobre esta,
observandose zonas menos compactas de actina en la region citoplasmica. La
distribucion de Dp71d (Dph) se mostré como un patron punteado localizado en la

region sub-membranal y en citoplasma.

Las imagenes sobrelapadas mostraron zonas de co-localizacion entre la Dp71d y
actina filamentosa a nivel de la region sub-membranosa, cabe sefialar que la
distribucion correspondiente a actina filamentosa y a Dp71d localizada en el
citoplasma co-localizan en la regién del nucleo en el mismo corte focal (Figura 5,

merge).
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Figura 5: Caracterizacion de la proteina Distrofina (Dp): Marcado con la letra A se observa caracterizacion por
Western blot de la proteina Distrofina. En el primer carril se observa el control positivo con extracto total de
C2C12 donde es posible ver la presencia de Dp116 y Dp71d; en el segundo carril es posible observar los
extractos totales de CD34" en donde se identifican: Dp116 y Dp71 y a su vez las isoformas Dp71d y
Dp71A110". Marcado con la letra B (en escala igual a 7.5 um), por microscopia confocal es posible observar la
distribucién de Distrofina en toda la superficie celular (verde), en el segundo plano focal se observa la
presencia y distribuciéon de actina filamentosa (rojo) y en el tercer plano por medio del merge (amarillo); es

posible observar los sitios de interaccion de ambas proteinas en la superficie del citoesqueleto celular.

58



2. La Utrofina esta presente en células tallo de sangre de cordéon umbilical y

co-localiza con filamentos de actina.

Para identificar los productos de la proteina utrofina (Up), nuevamente fueron
utilizados los lisados totales de células C2C12 como sistema control y células tallo
CD34". Mediante andlisis por Western blot, empleando el anticuerpo K7 el cual
detecta todas las utrofinas ya que esta dirigido al epitope localizado en el C-
terminal de esta proteina. Respectivamente fueron detectadas tres bandas de 395
kDa, 140 kDa y 71 kDa, en C2C12; mientras que las bandas detectadas en la
columna correspondiente al lisado de CD34"; corresponden a los pesos de 395
kDa y 140 kDa; en este caso, no se encontrd la banda correspondiente a Up71
con un peso molecular aproximado de 71 kDa (Figura 6). Por medio de ensayos
de inmunofluorescencia, se conoci6 la distribucion de utrofina con actina utilizado
el anticuerpo anti-utrofina (K7) revelado con un anticuerpo secundario acoplado a
FITC y falacidina-TRITC para ubicar actina flamentosa (Figura 6, derecha). En los
planos focales utilizados; podemos observar la localizacion de Up400/Up140 en
toda la region citoplasmatica y sub-membranal, manteniendo un patrén con un
puntilleo uniforme y con ligeros cumulos en la region nuclear. La sobre-posicion de
las imagenes es indicativa de una posible interaccién de Up400/Up140 tanto en

regiones citoplasmicas como en zonas nucleares.
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Figura 6: Caracterizacion de la proteina utrofina (Up): Nuevamente con la letra A en la parte superior, es
posible observar la caracterizacion de Up homéloga de Dp por Western blot; asi mismo en el extracto control
de C2C12, se observan las formas correspondientes a Up400, Up140 y Up71; a diferencia de CD34+, en
donde solo estan presentes Up400 y Up140 y es posible observar la ausencia de Up71. En la seccion de
abajo, letra B (Esc =7.5um) por microscopia confocal es posible observar 3 proyecciones de CD34+ en las
cuales se identifica en la primera imagen la distribucién de utrofina, en la segunda la presencia y extension de
actina filamentosa y en el merge la interaccion de ambas proteinas, en lugares estratégicos de la sub-

membrana.
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3. El B-Distroglicano esta presente en células tallo humanas de sangre de

cordon umbilical.

Para la caracterizacion de [-distroglicano se utilizd el anticuerpo anti B-
distroglicano JAF, el cual ubica la subunidad beta, que posee los dominios
transmembranal y citoplasmatico. En este caso el control positivo fue nuevamente
C2C12 en la cual podemos observar que esta presente una banda gruesa de 43
kDa, correspondiente al peso de la proteina encontrado en otros sistemas. Sin
embargo, en el lisado total de células tallo es posible ver que de manera
sistematica, la proteina obtenida presenta un peso molecular correspondiente a 52
kDa (Figura 7). En relacion al analisis topografico por inmunofluorescencia, se
pudo apreciar la ubicacion del beta-distroglicano tanto en la regibn membranal
como en el nucleo; préximo a la membrana nuclear, esto puede ser concluido
mediante la observacion de un patrén punteado difuso pero a su vez intenso
identificado por FITC presente en el primer plano focal y en el merge, asi como
cumulos en regiones correspondientes al nucleo, lo cual es muy evidente al

observar las imagenes sobre-puestas en las que se incluye la tincion con DAPI.
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Figura 7: Caracterizacién de B-distroglicano (B-Dg) en C2C12 y CD34" respectivamente; en la parte izquierda
(letra A) se muestra por Western blot la presencia de una banda de 43kDa correspondientes a B-Dg en
extractos de C2C12; por el contrario en el segundo carril es posible observar una banda de 52 kDa la cual
corresponde a B-Dg. En B, se observa la morfologia de una célula CD34+ (Esc =7.5um) de SCU vy la
presencia de B-Dg en dicha célula, en verde, en la cual es posible identificar la distribucion en la sub-
membrana y en ciertas regiones centrales que corresponden al nicleo; en el segundo plano focal, se observa
actina filamentosa en toda la extension celular. Durante el analisis del tercer plano (merge) es posible

corroborar la interaccién de ambas proteinas en el citoesqueleto celular y también su presencia nuclear.
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4. a-distroglicano esta presente en células tallo humanas de sangre de

cordon umbilical.

a-distroglicano (a-Dg) es una proteina extra-membranal que tiene la funcidn
primordial de comunicar a la célula con la matriz extracelular; ya que se une a
laminina a-2 en su dominio externo y a su vez esta unida a la subunidad 3, dentro
de la célula. Los pesos moleculares que se han descrito para a-Dg; son:
aproximados a los 156 kDa en tejidos como musculo y cerebro; también se le ha
reportado con un peso de 120 kDa en ciertas regiones del SN, higado y plaquetas
(7,21,26,53). Para la caracterizacion de a-Dg por western blot; fue utilizado
nuevamente como control el lisado total de células C2C12 y lisado te células
CD34" para identificar sus pesos moleculares, en las células de interés. El
anticuerpo utilizado fué anti-a-Dg, que reconocen un epitope cercano a los 300-
329 aa cerca del extremo N-terminal. En ambos casos fueron encontradas bandas
de peso molecular variado: para C2C12 se encontré una banda correspondiente a
los 156 kDa y dos bandas adicionales de 100 kDa y de 80 kDa, estas dos ultimas
no corresponden a los pesos moleculares esperados, mientras que en células
CD34", se encontraron de la misma manera, 3 bandas correspondientes a los
siguientes pesos moleculares una banda de 80 kDa, una de 120 kDa y la ultima
de 156 kDa (Figura 8). Para su distribucion topografica por microscopia confocal,
se utiliz6 como anticuerpo primario, anti-a-distroglicano; el cual ubica
especificamente a la subunidad alfa; posteriormente fue revelado con un
anticuerpo secundario acoplado a FITC y se utilizd nuevamente falacidina para
tefir actina filamentosa. El a-Dg, se distribuye a lo largo de la membrana celular;
sin embargo es interesante observar que la proteina se aglutina o se concentra en

ciertas regiones con respecto al resto de la membrana celular (flecha arriba). La
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sobreposicion de las imagenes de los cortes celulares (merge) mostré cercania
entre actina y a-Dg; sin presentar una franca interaccion o co-localizacién dado por
el patron de fluorescencia. En el resto de la membrana celular es posible ver la
expresion de a-Dg el cual esta ubicado por completo sobre la membrana y no

presenta interaccion ni co-localizacion con actina filamentosa (Figura 8).
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Figura 8: Caracterizacion de la proteina a-distroglicano (a-Dg) perteneciente al DAPC: en la imagen A, se
caracteriza a la proteina a-Dg por Western blot, obteniendo una banda de 156 kDa, otra de 120 kDa y una
tercera de 80 kDa. En la imagen B es posible ver por microscopio confocal (Esc.=7.5um), la presencia de a-
Dg y su distribucion en la periferia de la membrana celular (merge); en el primer plano (verde), se identifica la
distribucién de dicha proteina en la membrana, en el segundo plano se corrobora la falta de interaccién de o-

Dg con actina filamentosa, debido a que estas proteinas se encuentran ubicadas en la membrana
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extracelular”.

5. a-sintrofina esta presente en Células CD34+ humanas.

La a-sintrofina es una glucoproteina perteneciente al complejo de proteinas
asociadas a distrofina (DAPs); previamente se reportada en plaquetas humanas
(4, 56,62) y neutrdfilos (10, 13,14), por lo que se busco identificar la presencia y
distribucion de dicha proteina ademas de su interaccion con actina por analisis de
Western blot y microscopia confocal (Figura 9). La presencia de a-sintrofina en
células C2C12 fue comprobada por la utilizacién del anticuerpo C4 anti a-
sintrofina; que permitié observar la presencia de dos bandas de 58 y 59 kDa
respectivamente. Asi mismo en extractos de C2C12 y de CD34" se encontraron
algunas bandas de peso molecular mayor a los que han sido reportados con
anterioridad; por lo que podriamos sospechar que se trata de inespecificidades de
la técnica ya que no se tiene referencia de las mismas, ni han sido descritas. Por
técnica de inmunofluorescencia indirecta se obtuvo la imagen focal en la que se
muestra la presencia de a-sintrofina con un patron de distribucion a la region sub-
membranal mediante un puntilleo tenue y homogéneo. El merge de las imagenes
mostré proximidad de a-sintrofina con los filamentos de actina y por consiguiente
su probable cercania, interaccion y co-localizacion sub-membranal y nuclear
(Figura 9).
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Figura 9: Caracterizacién de a-sintrofina  (a-Sin) en células C2C12 y CD34". En la parte superiorA, se
aprecia por WB en células C2C12, la existencia de dos bandas correspondientes a las posibles isoformas de
a-sintrofina, de 59 y 58kDa respectivamente; en el grupo de C2C12 se observan 2 bandas de peso molecular
mayor a los descritos y en extractos de CD34", una banda de 94 k Da, por lo que se pudiera sospechar que
son inespecificas. En la figura B, (Esc.=7.5um) se aprecia la distribucién topografica de a-sintrofina por
microscopio confocal; cabe resaltar que la proteina esta ubicada en la sub-membrana y aparentemente no es
abundante.
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6. a-Distrobrevina esta presente en Células tallo humanas de SCU.

a—distrobrevina (a—Db) es una proteina citoplasmica que también forma parte del
complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPs) e interactua estrechamente
con Dp, Up y sintrofina. Para caracterizarla por Western blot, fue utilizado un
anticuerpo anti a-Db (V-19) dirigido al epitope cercano a los ultimos aa del C-
terminal. Tanto en el lisado total de proteinas control (C2C12), como en el lisado
en estudio (CD34"), se observd una banda unica de 84 kDa (Figura 10). Para
evaluar su ubicacion dentro de la célula se utilizd el analisis por microscopia
confocal empleando nuevamente el anticuerpo primario anti a-Db V-19 que fue
tefido con FITC. La presencia de a—Db en células tallo hematopoyéticas es de
localizacion sub-membranal, con una distribucién importante en la regién nuclear
co-localizando con filamentos de actina como puede observarse en el merge de

las imagenes correspondientes (Figura 10).
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Figura 10: Caracterizacion de a-Db; proteina perteneciente al DAPC. Por Western blot A, se identifico una
banda con peso molecular de 84 kDa que corresponde a la presencia de Db en C2C12 y CD34+. En la

segunda imagen (Esc.=7.5um) B, se aprecia la distribucion de Db por inmunofluorescencia por microscopia
confocal.
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7. Dp colocaliza con B-Dg, a-Db y a-sintrofina respectivamente en Células

Tallo Hematopoyéticas.

B-distroglicano (B-Dg) es una proteina transmembranal de la que se sabe, se
encuentra interactuando con moléculas de sefializacién, asi mismo se asocia con
distrofina por lo que para poder observar estas interacciones se realizo la técnica
de inmunofluorescencia con marcaje doble de anticuerpo primario en el que se
tind con FITC a Dp71d y con TRITC a las glicoproteinas que conforman el DAPC.
En el caso de Dp71d/B-Dg, podemos observar que la Dp es uniforme en
distribucion y en intensidad, presentando ligeros aumentos de su concentracion
en ciertas zonas de la sub-membrana (figura 11). B-distroglicano se extiende a lo
largo de toda la extension de la membrana celular, esto se comprueba al observar
el aumento de intensidad dentro del patrén de distribucion en todo el plano celular.
Cabe destacar que es visible una tenue acumulacién central de B-Dg en
citoplasma; la cual al parecer es préxima al nucleo. La sobreposicion de imagenes
(merge) muestra; que tanto Dp71d como B-Dg estan proximos en el citoplasma vy
co-localizan en la region sub-membranal principalmente (Figura 11).

En el caso de Dp71d/a-Db; nuevamente el patron de distribucion de Dp71d y a-Db
es uniforme y constante en toda la extensién de la célula. En el merge se
identifica su co-localizacion en la region sub-membranosa de la célula (Figura 11).
a-sintrofina identificada por su patrén discreto que la identifica hace posible
observar pequefios cumulos de la misma, mientras que en el merge es evidente
su proximidad con Dp71d y su probable interaccion (Figura 11).

Para comprobar la interaccion del DAPC con Dp71d en las células CD34"; asi
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como lo observado en las imagenes de microscopia confocal, se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion en los cuales nuevamente se utilizé un pool de
proteinas de extractos totales de CD34" (E), asi como el inmunoprecipitado (Ip) y
revelada mediante la técnica de Wb empleando anticuerpos dirigidos contra
distrofina y el DAPC (B-distroglicano, a-distrobrevina y a-sintrofina ). Las bandas
reveladas con el anticuerpo H4 tanto en el inmunoprecipitado como en el extracto
total mostraron la presencia de Dp119, asi como las isoformas de Dp71 (Dp71d y
Dp71A110™) mientras que las bandas de 52 kDa y 43 kDa son indictativas de B-
distroglicano, 84 kDa de a-distrobrevina y 58 kDa de a-sintrofina (Figura 11).
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Figura 11: Se confirma la interaccién de Dp con Actina filamentosa y las DAPC; en la parte superior, marcado
con la letra A podemos observar por ensayos de inmuno precipitacion (IP), la existencia de Dp en células
CD34" y la relacién mantiene con DAP’s, al identificar en el carril del inmunoprecipitante (Ip), la presencia de

bandas enriquecidas por la presencia de las proteinas formadoras del DAPC. Marcado con la letra E el primer
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carril hace referencia a la presencia de distrofina y el DAPC por western blot; en el extremo derecho se
observa un carril marcado con Ir (irrelevante) que corresponde al control positivo que corrobora la interaccion
y especificidad del ensayo. En la imagen B (Esc.=7.5um), es posible identificar la distribucion de Dp (verde)
en los primeros planos focales y en rojo las proteinas que conforman el DAPC; el tercer corte que
corresponde al merge, es posible evidenciar que estas proteinas mantiene no solo cercania, también co-

localizan en lugares estratégicos de la célula con Dp, que esta presente en el citoesqueleto celular.

8. Up400/Up140 co-localiza con B-Dg, a-Db y a-sintrofina en CD34" de SCU.

Para corroborar la interaccion del DAPC con utrofinas se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion e inmunofluorescencia con doble marcaje de anticuerpo
primario dirigido a utrofina y DAPs (B-distroglicano, a-distrobrevina y a-sintrofina ),
con la finalidad de observar si Up400/Up140 al estar presente en las CD34",
presenta interaccidon y co-localizacion con el DAPC al igual que distrofina. En las
imagenes obtenidas por microscopia confocal, se observé que Up400/Up140 se
encuentra distribuido en la regidén del citoplasma en un patrén similar a lo
observado por las DAPs aunque con una baja interaccion de las proteinas en
cuestiéon, sin embargo, es posible concluir que B-Dg, a-Db y a-sintrofina,
interactuan con Up400/Up140 en regiones especificas de la célula. Nuevamente
para corroborar la interaccion proteina- proteina y su co-localizacién descrita en el
merge, se evalud por la técnica de inmunoprecipitacidén la posible asociacién de
las DAPs con Up400/Up140, revelando la presencia de las proteinas a través de la
técnica de Wb en extractos totales (E) como en los inmunoprecipitados (Ip). El
anticuerpo K7 mostré la presencia de las proteinas correspondientes a Up400 y
Up140 con peso molecular de 395 kDa y 140 kDa respectivamente. Asi mismo se
observo la presencia de las DAPs, B-distroglicano con bandas de 52 kDa y 43

kDa; a-distrobrevina y 58 kDa de a-sintrofina (Figura 12).
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Figura 12: Se confirma la interaccién de Up con las DAPC. En A, es posible observar por ensayos de inmuno

precipitacion (IP), la existencia de la proteina Up y el DAPC en los carriles marcados con la letra E en CD34"y

es posible confirmar la relacion existente de Up con el DAPC carril Ip; En el ultimo bloque marcado con la letra

Ir, se puede observar el control positivo que corrobora dicha interaccion, y la relacién que estas mantiene con
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al ser identificadas en el carril del inmunoprecipitado la presencia de bandas enriquecidas por la interaccion
con Up. En la imagen B (Esc.=7.5um), se identifica su distribucion topografica por microscopia confocal; en la
cual en verde; es posible identificar la distribucion de Up, tefida con FITC; en rojo tefidos con TRICT se
identifican las proteinas que conforman el DAPC. En el tercer corte correspondiente al merge, se evidencia la
co-localizacion e interaccion del DAPC con Up haciendo evidente no solo la cercania, si no la interaccion que
estas mantienen con utrofina aunque en menor proporcidon con respecto a la relacién que se observa en la

figura anterior con Dp.

9. Comparacion de la distribucion topografica de Dp en CD34" humanas de
SCUy LMC.

El patron de distribucion analizado para distrofinas, utrofinas y proteinas asociadas
a distrofina ha sido retomado, para poder hacer un comparativo de las diferencias
topograficas existentes entre células normales y células leucémicas.

Debido a la baja cantidad de células leucémicas, se recurrido unicamente al analisis
por inmunofluorescencia, mediante microscopia confocal (Figura 13A) utilizando
como control y referencia células CD34" de SCU y como objeto de estudio, las
CD34" leucémicas; procedentes de pacientes con diagndstico reciente de LMC.
Para ambos casos, se utilizaron las mismas condiciones y técnicas asi como los
siguientes anticuerpos: anticuerpo H4, K7 y anticuerpos dirigidos contra a-
distroglicano, B-distroglicano, a-distrobrevina y a-sintrofina ; todos ellos revelados
con un anticuerpo secundario marcado con FITC y falacidina marcada con TRITC
para ubicar actina filamentosa; los nucleos fueron contrastados con DAPI en todos
los casos. Para facilitar el analisis y comparacion de las figuras obtenidas por
microscopia confocal, se han montado células tallo hematopoyéticas sanas de
SCU mientras que en la parte inferior podemos ver las imagenes correspondiente
a las células troncales leucémicas.

Dp71d se observa una distribucion homogénea y disminuida en las células
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leucémicas mientras que en el merge la co-localizacion es pobre. El nucleo
podemos observar la existencia de bordes irregulares en la membrana nuclear y la
presencia de abundantes nucléolos, los cuales no son identificados en las células

sanas (Figura 13 A).

10. Analisis de Utrofina en células tallo de sangre de cordén umbilical y

células de médula 6sea de pacientes con LMC.

La distribucion que mantiene Up400/Up140 es escasa y su interaccion con los
filamentos de actina aparentemente disminuye en comparacion a las células

sanas. En relacion al nucleo se observan la presencia de nucléolos (Figura 13 B).

11. Comparacion y analisis de a-distroglicano en células de SCU y Células

Leucémicas.

Para el analisis de a-distroglicano por microscopia confocal; se utiliz6 como
anticuerpo primario, anti-a-Dg; y fue revelado con anticuerpo secundario FITC;
nuevamente para actina filamentosa se utilizé falacidina y DAPI para nucleos. o-
Dg se puede observar con un patrén de distribucién abundante en toda la
extension de la membrana extracelular; es interesante observar que en ciertas
regiones la concentracion pareciera ser mayor. Debido a que se trata de una
proteina membranal, no interactia con actina la cual mantiene un patrén de

distribucion homogéneo en toda la célula.

En células de LMC la presencia de a-Dg se observa aparentemente en menor
proporcion en comparacion a las células control; aunque se mantiene el patrén de

distribucion de a-Dg en toda la periferia de la membrana, siendo evidente solo en
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algunas zonas donde prevalece, mientras que actina filamentosa no mantiene un
patrén uniforme de distribucién. El nudcleo tiene la presencia de nucléolos
(Figura13 C).

12. Comparacién de B-Dg células tallo humanas de SCU y LMC.

Mediante microscopia confocal, fue posible apreciar el patrén de distribucién y
ubicaciéon de B-Dg tanto en células control como en células leucémicas; para
realizar esto se marcoé con FITC el anticuerpo anti $-Dg, falacidina para actina
filamentosa y para nucleo DAPI. En la célula control se pudo observar la ubicacion
de B-Dg principalmente en la regién sub-membranal y algunas regiones de la
membrana nuclear. En cuanto a la imagen correspondiente al patron de
distribucion dado por células leucémicas; es importante destacar que la
distribucion de B-Dg, se observa modificada casi en su totalidad ya que en la
region proxima a la membrana celular esta casi ausente; invirtiendo la relacién de
concentracion de esta pues durante el merge puede observarse que ahora la

mayor concentracion esta ubicada principalmente en el nucleo (Figura 13 D).

13. Identificacién y comparacion de a-sintrofina en células tallo humanas de

sangre de cordén umbilical y de LMC.

Durante el analisis de células de SCU se pudo observar que a-sintrofina cuenta
con un patron de distribucidon limitado casi en su totalidad a la region sub-
membranal a manera de pequefos cumulos tenues, que se concentran solo en
ciertas regiones de la membrana (Figura 13 F); durante el merge se presenta una

aparente asociacion con los filamentos de actina y su probable interaccién y co-
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localizacion por debajo de la membrana.

En el caso de las células de LMC es notoria la distribucion de a-sintrofina ; en una
de las regiones de la célula; dando una franca impresion de polarizacion; asi
mismo la intensidad de la fluorescencia es sugerente de que existe una mayor
concentracion de esta proteina en relacion con las células sanas en las que el
patrén de distribucion es menor y se encuentra en toda la superficie de la
membrana sin dar la impresidon de una posible polarizacion. Al evaluar la
sobreposicion de los planos celulares (merge); podemos observar una interaccion

entre a-sintrofina y actina (Figura 13 F).
14. a-Db se observa en baja concentracion en CD34" de SCU.

a—Db, fue analizada por microscopia confocal utilizando un anticuerpo anti a—Db;
el cual fue incubado con anticuerpo secundario FITC y para actina filamentosa una
vez mas se utilizé falacidina y DAPI para el nucleo. En células tallo
hematopoyéticas de SCU; la presencia de a—Db es observada por el patrén de
fluorescencia de FITC, que permite ubicar su localizacion citoplasmatica pero
también nuclear; aunque se encuentra en una baja concentracion es posible
observar no solo la ubicacion proxima que mantiene en la membrana celular;
también es evidente, que existe co-localizacion e interaccion con actina
filamentosa. En el caso de las células de LMC, la distribucion de a—Db sugiere un
aumento de esta proteina con respecto a la concentracion que se describid
previamente; aunque la ubicacion sigue siendo citoplasmatica y préxima a la
membrana, asi como la ausencia completa en el nucleo el cual presenta nucléolos
(Figura 13 E).
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Figura 13: Comparacion de la Distribucién topografica en CD34" de SCU y CD34" de LMC (Esc.=7.5um). Por
ensayos de inmunofluorescencia, una vez caracterizadas Dp (A), Up (B) y el DAPC, a- distroglicano (C), B-
distroglicano (D); a-distrobrevina (a-Db) (E), a-sintrofina (a-Sin) (F); en células de cordén umbilical, se recurrid

a la comparacion de la distribucion topografica de las mismas proteinas en células de pacientes de LMC; en
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todos los casos la distribucion y la cantidad de dichas proteinas fue modificada en las células leucémicas.

15.- Interaccién de Distrofina y su proteina homéloga Utrofina con el DAPC
en LMC

Una vez realizado el analisis por microscopia confocal de la interaccion de Dp, Up,
y el DAPC con actina filamentosa y habiendo encontrado cambios en la
distribucion topografica descrita en el grupo control; se recurrié al analisis de la
relacion e interaccion que mantienen Dp y Up con el DAPC, encontrando los

siguientes datos de interés:

Si bien se pudo observar el cambio de distribucién de las proteinas en los
pacientes con LMC, también fue posible encontrar que la interaccion entre estas
se ve alterada no solo por el cambio de su ubicacién sino también por la
disminucién de Dp en relacion con el DAPC en las células de SCU (figura 14 y 15).
En las imagenes tomadas por microscopia confocal, no solo podemos observar
nuevamente que se trata de una célula que presenta un aumento de nucléolos,
también es posible ver que dentro de estos cambios la interaccion de Dg con Dp

esta francamente disminuida.

Por el contrario se observa que Up aparentemente aumenta su concentracion y
modifica su patron de distribucién al igual que a-distrobrevina y a-sintrofina, en las

que podrian sugerir un aumento de estas proteinas y su co-localizacion.
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A

Figura 14: Relacion que mantiene Distrofina con el DAPC en células LMC; (Esc.=7.5um). En la figura A, es

posible identificar en el primer plano focal la distribucidon de Dp en toda la superficie celular; cabe destacar que
en los 3 casos se observa que la proteina se concentra en ciertas regiones de la célula; en el segundo plano
focal, correspondiente al DAPC a-sintrofina (a-Sin) , a-Distrobrevina (a-Db) y B-distroglicano (3-Dg). En los 3
casos aun se mantiene la interaccion del DAPC con Dp pero la sefial de intensidad aparentemente ha
disminuido. En la figura B podemos observar la distribucion de las células sanas de SCU.
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Figura 15: Relacion que mantiene utrofina con el DAPC en células de LMC (Esc.=7.5um); en la figura B, se
identifica en el primer plano focal la distribucién de Up en las imagenes correspondientes al DAPC se observa

aumento de intensidad en la sefial emitida por a-sintrofina (a-Sin), a-Distrobrevina (a-Db) y B-distroglicano (8-
Dg).
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16.- Cultivo primario de células CD34"

Se realizd un control interno de la morfologia de las células CD34" aisladas en
SCU, para corroborar la distribucion de nuestras proteinas de interés, para lo cual
se implemento el cultivo de dichas células en tres pozos, que fueron sometidos a
diferentes condiciones en relacibn a la aplicacion de citocinas para su

mantenimiento.

Como primer paso se procedié al aislamiento de células CD34" por perlas
magnéticas de SCU. Una vez aisladas de la sangre total fueron cultivadas con la
finalidad de evaluar su pureza por citometria y corroborar que no existen
diferencias en la distribucion de las proteinas Dp, Up y el DAPC; al momento de

extraer las células CD34" directas de SCU.

Las imagenes analizadas mostraron una distribucion muy similar a las obtenidas

de cordén umbilical (Figura 17 y 18).

85



Figura 16: Control interno de Células CD34" de SCU; se monté un cultivo de células CD34+ con dos
condiciones de citocinas; de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo, en la primera figura podemos evaluar
la pureza de las células CD34+ cultivadas en suero fetal bovino con antibiético y dos citocinas TPO y FLTs3,
evaluandose una pureza de las células de 91%; en el caso dos y tres; se cultivaron de la misma manera y se
adicionaron 3 citocinas: TPO, FLT3 y SCF, encontrandose dos sub poblaciones e ambos casos y una pureza
del 87%. Por lo que el cultivo con mayor pureza fue utilizado para corroborar la distribucién topografica de Dp,

Up vy su relacién con el DAPC en células sanas, no leucémicas.
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Figura 17: Ensayos de Inmunoprecipitacion para comprobar la interaccion de Actina con Dp, Up y el DAPC.
En la figura A es posible identificar por ensayos de Western blot la presencia de Dp, Up y el DAPC en el carril
marcado con la letra “E” (que hace referencia a Extracto total de proteina); el segundo carril marcado con las
letras “Ip”, corresponde a los inmunoprecipitantes; en los cuales es posible identificar nuestras proteinas de
interés enriquecidas por la interaccién y relacion que mantienen con actina filamentosa en el citoesqueleto

celular. En el ultimo bloque marcado con “Ir” (irrelevante), es posible identificar el control positivo utilizado para
la prueba.
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Figura 18: Figura B (Esc.=7.5um, de arriba hacia abajo), se identifica en la primera columna con FITC la
ubicacion de Dp, Up y DAP’s de la distribucion topografica respectivamente. Con TRICT falacidina, en la
columna de en medio puede observarse la distribucion de los filamentos de actina dentro del citoesqueleto;
en estos casos es posible ver el abundante contenido de actina y en la imagen correspondiente al merge la
distribucién sub-membranal de las DAP’s y su ubicacion y proximidad de interaccion dentro de la célula, por lo
que se puede concluir con el merge que estas proteinas co-localizan, principalmente en la sub-membrana en

todos los casos (excepto en a- Dg), lo cual es corroborado por el ensayo de IP con actina (Figura A); como
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anteriormente se describié en células de SCU.

Figura 19: Interaccion de Distrofina con el DAPC en células CD34+ cultivadas a partir de SCU: de arriba hacia

abajo, (Esc.=7.5um) podemos observar la distribucion de Dp en el citoesqueleto celular tefiido con FITC;
tefido con TRICT podemos observa la distribucién del DAPC, el cual es evidente que mantiene el mismo
patron de distribucién que presentan las CD34" de SCU; al observar el merge de a-sintrofina (a-Sin), a-
Distrobrevina (a-Db) y B-distroglicano (B-Dg) es evidente que la co-localizacién con Dp se encuentra presente;

manteniendo el mismo patron de sefial que las células de SCU anteriormente analizadas.
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Figura 20: Interaccién de Up con el DAPC en células cultivadas de SCU: (Esc.=7.5um) de arriba hacia
abajo), tefiido con FITC, podemos observar la distribucion de Up en el citoesqueleto celular, asi como el
mantenimiento del patrén de distribucion anteriormente observado en SCU, de la misma manera tefiido con
TRICT podemos la distribucion que presenta el DAPC; el cual mantiene el mismo orden topografico descrito
anteriormente, al momento del merge se corrobora nuevamente que se mantiene el mismo patrén de
interaccion de Up con el DAPC en células sanas y esto mismo, sugiere que las células leucémicas sufren

cambios de co-localizacién con las proteinas presentes en citoesqueleto.

90



DISCUSION

Las Células Madre Hematopoyéticas (CMH) también conocidas como células
CD34", son consideradas como células adultas multipotenciales que conservan la
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion unicamente a tejido
hematopoyético (4, 39, 63,15). Para que se puedan desarrollar estas propiedades
el nicho celular quien aporta los componentes celulares (células del estroma,
adipocitos, fibroblastos, endotelio y osteocitos) asi como no celulares (colageno,
fibronectina, vitronectina, proteoglicanos, laminina). Para que los progenitores
hematopoyéticos puedan alcanzan su maduracion y diferenciacion, es necesaria
su adhesién a la matriz extracelular. Esta estructura constituye el medio
homeostatico, nutricio y metabdlico, al permitir la comunicacion celular, la
interaccion de los distintos intermediarios de los procesos de sefalizacion,
activacién intracelular y extracelular regulando la actuaciéon genética, el
funcionamiento celular e inclusive los procesos de transformacién maligna (30,
58, 61). En el caso de la leucemia mieloide crénica (LMC), la alteracién de la
adhesion celular y la participacion de las biomoléculas celulares juegan un papel
crucial en el comportamiento celular y la progresién de la enfermedad. No
obstante que los posibles efectores de las deficiencias en la adhesion de las
células CD34+ de LMC aun no han sido identificadas (30, 31); se ha demostrado
que existen cambios en la expresion de la integrina B-1 asi como de la cinasa de
adhesion focal; lo cual sugiere también cambios estructurales en la célula, que
afectan al citoesqueleto y a la membrana celular. Alfa y beta distroglicano son
componentes del complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC) que
participan en el adecuado funcionamiento celular a través de la interaccién de la

subunidad alfa y la matriz extracelular por medio de laminina-2 (5). Por otro lado
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se sabe que Dg, se expresa en muchos otros tipos celulares y desempefia
funciones implicadas en el desarrollo, estructura, funcion y morfogénesis (7, 36,
44). Por consiguiente la alteracion o la ausencia de Dg se han asociado a
diversas fallas de la arquitectura celular, lo cual indica que el Dg tiene una funcion
no solo a nivel del desarrollo sino también en el mantenimiento de tejidos adultos;
asi mismo participa en el ensamblaje, la adhesion celular y procesos de
sefalizacion. Por lo tanto, su ausencia o anomalias han sido asociadas con
severos desordenes congénitos y progresion del cancer brindado pistas sobre la

patogénesis de enfermedades complejas (5,22,28).

Con la finalidad de dilucidar la importancia y existencia de estos complejos en
etapas tempranas del desarrollo celular; ademas de evidenciar su importancia y la
posible participacién en la progresién del cancer (durante la progresién de LMC);
se realizaron ensayos en células tallo hematopoyéticas de SCU y su
correspondiente comparacion con células tallo hematopoyéticas pertenecientes a
pacientes con LMC. EI analisis de las DAPC por microscopia confocal en las
células CD34+ sanas y su asociacidon cercana con filamentos de actina,
corroborado por el ensayo de inmunoprecipitacion sugiere su participacién como
un posible andamiaje. Se sabe que dentro de las proteinas blanco de la proteina
cinasa sintetizada por el cromosoma Filadelfia estan la cinasa de adhesion focal,
talina y paxilina (6, 39, 45, 51, 61), por lo que las notables diferencias en la
distribucion de los DAPC constituidos por isoformas de Dp71, por Up400/Up140
asi como los filamentos de actina en las células provenientes de pacientes con
LMC, apoyarian la participacion de los complejos en la estabilidad y estructura del

citoesqueleto.

La identificacion del patrén de expresion del complejo de proteinas asociado a
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distrofina se realizé por ensayos de Western-blot, empleando como control
positivo extractos de células de musculo de raton C2C12. Dicho patrén fue muy
similar excepto para B-distroglicano que se identificé con una banda de 52kDa, un
peso mayor al esperado el cual podria estar presentando algun cambio pos-

traduccional en el que se puede incluir la fosforilacion.

En las células CD34+ de LMC, se observé una aparente disminucion de las
proteinas que constituyen de los complejos de distrofina y utrofina asi como una
mayor distribucion intranuclear lo que podria sugerir que B-distroglicano podria
participar como un componente de la matriz nuclear regulando la expresién

génica y por tanto de la patologia.

Asi mismo en las células de LMC es muy evidente la presencia de nucléolos en
los que se localizan proteinas de los complejos no observadas en las células no
leucémicas de SCU y del cultivo primario control, lo cual refleja la alta actividad de

sintesis proteica y metabdlica por parte de las células leucémicas.

Los resultados mostrados en el presente trabajo y las respectivas diferencias en
los patrones de expresion de las proteinas estudiadas en relacion con las células
sanas deberadn ser corroborados mediante técnicas de biologia molecular.
Adicionalmente y de acuerdo con reportes realizados en neoplasias de tejido
sélido, el grado de glicosilacion de los distroglicanos podria estar afectado y ser

indicativo de factor diagndstico y pronéstico de las LMC.
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CONCLUSIONES

1. Se corrobord la existencia del complejo asociado a distrofinas y utrofinas

constituido por Dp71d y Up400/Up140 respectivamente.

2. Dp71d~DAPC y Up400/Up140~DAPC se asocian con funciones de andamiaje

y estructura en células CD34+.

3. Las diferencias en la distribucion de los componentes de los complejos
proteicos asociados en las células CD34+ de pacientes con leucemia mieloide

cronica podrian estar relacionados con la patologia de la enfermedad.
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PERSPECTIVAS

1. Caracterizar bioquimicamente las proteinas asociadas a distrofina y corroborar

la presencia de los complejos en células de LMC.

2. Caracterizar los patrones de glicosilaciéon de los distroglicanos en células

CD34+ sanas y de leucemia mieloide crénica.

3. Corroborar la presencia de los complejos asociados a distrofina en los nucleos
de las células CD34+ de leucemia mieloide cronica y su posible papel funcional, al

provocar la inhibicidon de distroglicanos.

ETICA Y BIOSEGURIDAD

El presente estudio cumple con las condiciones de estudio en seres humanos de
acuerdo a la declaracion de Helsinki que se consigna en la ley general de salud, la
NOM-017-SSA2-1994 para la vigilancia epidemioldgica y la OMS; asi como el de

las buenas practicas clinicas.
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