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RESUMEN

Con el objeto de explorar su potencial empleo en te-
rapéuticas no citotéxicas, se estudid, en células leucé-
micas humanas, la via de sefializacién y probable rol
regulatorio del receptor a histamina H,,

Mediante ensayos de binding, se detectaron sitios de
unién especifica de tipo H,, en casi todas las muestras de
M.O. y S.P. de pacientes con L.A., con diferentes grados
de infiltracién. Esto sugiere la presencia del receptor H,
en células hemopoyéticas normales y transformadas.

La linea U-937, modelo de célula monoblistica, pre-
senta receptores H, acoplados al AMPc. Su estimulo no
produjo cambios proliferativos, ni diferenciacién celular,
pero si un aumento transitorio, via protein kinasa A
(PKA), en la expresitn de Fos y Jun, sin reduccién de Myc.

Se hipotetizé que el fracaso del estimulo H, para di-
ferenciar las células U-937 podria deberse a que su acti-
vacién de la PKA es breve. Concordante con lo anterior,
los receptores H, mostraron una veloz desensibilizacion
homéloga (T. % = 20°), En cambio la forskolina, un
activador directo de la adenil ciclasa, no desensibilizo su
estimulo ni atin después de 24 horas de incubacién.

La forskolina también inhibio la proliferacién U-537
a las mismas concentraciones en que estimuld la sintesis
de AMPc ¢ indujo su diferenciacion fagocitaria, con re-
duccién del NBT y respuesta quimiotictica al C5a.

Conclusiones: 1) La desensibilizacién veloz de un re-
ceplor que transduce una senal diferenciadora, como el
H, en las células U-937, podria ser un mecanismo
fisiopatogénico de la malignizacion, al bloquear la recep-
cién de estimulos maduratives por la célula neoplisica.
2} Dados estos resultados, y los efectos diferenciadores
del dibutiril AMPc (DBAMPc) en lineas celulares
mieloides, los agentes que elevan el AMPc merecen ser
valorados en la terapia de las LMA.
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INTRODUCCION

Las leucemias agudas (LA) consituyen las
neoplasias mds frecuentes en nifios y adultos jéve-
nes'. Libradas a su evolucién espontinea, su curso
es rdpidamente fatal -a consecuencia de infecciones
o sangrados- producto principalmente del déficit de
células maduras de la sangre, que trae aparejada la
expansion clonal leucémica.

Su tratamiento consiste, hoy en difa, en la adminis-
tracién de drogas citotéxicas, a las que estas células
neoplasicas son sensibles, con el objeto de reducir su
niimero a cifras que puedan ser controladas por el sis-
tema inmune del paciente -o de un dador en el caso
de los trasplantes alogeneicos de médula dsea-. Dado
que dichas drogas son venenos celulares (dafan el
ADN, enzimas, membranas celulares, interfieren con
la sintesis proteica, etc.), la toxicidad de estos trata-
mientos es considerable. Por ello gran parte de los
esfuerzos en investigacion estdn destinados a descu-
brir los mecanismos por los cuales se generan, perpe-
tian y adquieren predominancia las células
leucémicas. El objetivo, en el campo terapéutico, es
poder disponer de tratamientos dirigidos especifica-
mente a corregir las anomalias presentes en estas cé-
lulas, evitandose la toxicidad a los tejidos normales.

Un primer éxito lerapéutico en este sentido se ob-
tuvo con el tratamiento con dcido trans-retinoico
(A.T.R.A.) en leucemia promielocitica aguda (A.P.L.),
al punto que su incorporacién en el arsenal terapéu-
tico ha mejorado drasticamente el prondstico de es-
tos enfermos -la mayoria de ellos es hoy curable con
los tratamientos disponibles-". Otras intervenciones
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terapéuticas destinadas a favorecer la diferenciacién

y/o apoptosis en LA estdn en distintas fases de estu-

diﬂfﬂ.lﬂ_

La histamina ha sido asociada a través de diver-
sas evidencias, al proceso de hematopoyesis. Por un
lado fue descripta la produccién de histamina en res-
puesta a IL-3 o GM-CSF en células hematopoyéticas
mieloides inmaduras de raton, derivadas de médula
dsea, higado fetal y bazo'®. Esta poblacién también ha
sido detectada en humanos. Por otro lado, la
histamina induce la proliferacién de células stem
pluripotenciales y regula su ciclo celular”. Mds aiin,
se ha demostrado que la histamina estimula la dife-
renciacién de precursores granulociticos normales e
induce, a través del receptor H,, con aumento del
AMPc¢ y consecuente activacién de la PKA, la diferen-
ciacién de la linea celular leucémica HL-60". La dife-
renciacién de neutréfilos murinos inducida por rG-
CSF se incrementa por pretratamiento con histamina,
debido principalmente a un aumento en los recepto-
res de G-CSF'%.

La linea celular monoblastica U-937 fue estableci-
da en 1976 a partir del derrame pleural de un pacien-
te con un linfoma histioctico difuso™. Junto a la li-
nea HL-60, han sido las mds empleadas para el estu-
dio de la diferenciacién monocito-macrofigica"”.

A pocos afios de haber sido aislada la linea U-937,
se estableci6 su capacidad de diferenciarse ante dis-
tintos estimulos: ésteres del forbol"”, dcido retinoico™
y 1,25 di-hidroxi vitamina D,®*, Originalmente se
observé que agentes que elevaban el AMPc (PGE,
toxina colérica) o sus anilogos (DBAMPc) no las di-
ferenciaban, pero luego se comprobd que concentra-
ciones mds elevadas de DBAMPc si lo hacfan/™/%.

Como el tema del presente trabajo era evaluar el
rol de la via del receptor histaminico H, en células
leucémicas de estirpe mielomonocitaria, se eligid a la
linea U-937 como modelo de célula precursora
monocitaria transformada.

Nuestros objelivos experimentales fueron:

i) Estudiar la presencia de sitios de unién especifi-
ca a histamina (SUEH) de tipo H, y fundamental-
mente H, en blastos de pacientes con L.A.

ii) Establecer que efectos ejerce su estimulacién so-
bre la proliferacién, diferenciacion y expresién de
algunos proto-oncogenes nucleares en la linea ce-
lular U-937.

iii) Analizar los efectos que sobre la proliferacién,
diferenciacion y expresién de proto-oncogenes nu-
cleares en las células U-937 ejercen agentes que es-
timulan la via del receptor H, en diferentes sitios
de la misma (adenilciclasa, PKA),

iv) Estudiar el fenédmeno de desensibilizacidn
homoéloga del receptor H, en estas células y su pro-
bable implicancia en las respuestas observadas.
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El fin iltimo de estas investigaciones es aumentar
los conocimientos bdsicos sobre la induccion de la
diferenciacion en L.A. para contribuir al disefio de
nuevas terapéuticas, no citoldxicas.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes: Ingresaron al presente estudio enfermos
mayores de 15 afios, con diagnéstico de L.A., atendi-
dos en el Servicio de Hematologia del H.5.M.

Muestras de pacientes con L.A.: se estudiaron
muestras de médula dsea, o de sangre periférica -en
caso de presentar abundantes blastos en circulacién-.
Se separaron las células nucleadas mediante lisis
hipotdnica de hematies, o las células mononucleares
por gradiente de Ficoll-Hypaque.

Células U-937: Las células U-937, cedidas
gentilmente por la Dra. Rolande Berthier, (investiga-
dora del INSERM, Grenoble, Francia), fueron replica-
das en RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con S.B.E.
al 10% (v/v) (GIBCO) en estufa gaseada a 37°C con
100% de humedad y 5% de CO,. En todos los experi-
mentos se emplearon células cuya viabilidad, deter-
minada por exclusion de tripan blue, fuese = 90%.

Reactivos: para el lest de MTT se empled el kit cell
titer 96™ de Promega (Wisconsin, EEUU) que fue uti-
lizado segiin las especificaciones del fabricante.

El kit Cell Titer 96 TM AQ (catilogo G5421) que
contiene las soluciones de MTS y PMS fue adquirido
también a Promega v empleado segtin las especifica-
ciones del fabricante.

La sercalbiimina bovina (BSA), el 3'5'AMPc, la
lactoperoxidasa, el dextrdn, y el metil-isobutilxantina
(MIX) fueron adquiridos a Sigma Chemical Co, USA.
Se adquirié Sephadex G-75 a Pharmacia Fine
Chemicals Uppsala, Suecia.

Drogas: La forskolina y el DBAMPc¢ fueron adqui-
ridos a Calbiochem. El C5a recombinante humano
(rhC5a), la prostaglandina E, (PGE) y la 1-(5-
isoquinolinilsulfonil)-2-metilpiperazina (H-7) fueron
obtenidos de Sigma Chemical Company.(St. Louis,
MO, USA).

Todas las drogas fueron esterilizadas por filtracion,
fraccionadas y guardadas en freezer a -70°C al abrigo
de la luz. Una alicuota de cada droga utilizada fue
descongelada y diluida en el medio usado en el expe-
rimento en forma previa inmediata antes de su empleo.

El kit Random primer DNA labeling empleado es
el de BIO-RAD.

Todos los otros reactivos empleados fueron de gra-
do analitico.

Agonistas y antagonistas histaminicos: La
histamina fue adquirida a Sigma. La trifluorometil-
fenilhistamina (FMFH, agonista H ), arpromidina,
dimaprit y BU-E-75 (agonistas H,) fueron generosa-




RECEPTORES HISTAMINICOS H. AMPC Y DIFERENCIACION CELULAR LEUCEMICA 59

mente provistos por los doctores W. Schunack de la
Freie University de Berlin (Alemania) y A. Buschauer
de la Universidad de Regensburg (Alemania). Las 5
drogas fueron diluidas en bulfer trisclorhidrico (pH:
74) v esterilizadas por filtracién. La pirilamina,
famotidina y ranitidina (Sigma) fueron disueltas en
etanol absoluto (Merck) a una concentracién 10 mM
y esterilizadas. La histamina fue empleada en los ex-
perimentos en forma inmediata. Los agonistas
semisintéticos y los antagonistas fueron guardados en
freezer a -20°C al abrigo de la luz. Previamente a su
empleo en cada ensayo, una alicuota fue descongela-
da y diluida en el medio del experimento.

Drogas radioactivas: El Material radiactivo adqui-
rido a New England Nuclear (USA), fue el siguiente:
['H]-Histamina 2HCI (NET 732, AE: 42.6 Ci/mmol);
[*H]-Tiotidina (NET 688, AE: 75 Ci/mmol); [*H]-
Pirilamina (NET 594, AE: 24.8 Ci/mmol); 2,8-["H]-
AMPc (NET 275, AE: 30.5 Ci/mmol); ["*I]-Na (NEZ
093), ['H]-AMPc y a[*P]-dCTF.

Anticuerpos monoclonales: El antiCD14 murino
(IgG1) conjugado con fluoresceina fue adquirido a
Dako. El antiCD11b murino (IgG1) fue un anticuerpo
de referencia (S,,,) del 4° Workshop Internacional de
Tipificacion de Antigenos Leucocitarios (Boston, USA,
1.993).

Anticuerpos policlonales: Se adquirid suero de
conejo anti proteinas Myc, Jun y Fos de Santa Cruz
Biotechnology (CA, US.A.).

Sondas de cDNA para hibridizacion en los experi-
mentos de Northern blot: Se ulilizaron como sondas
a) un fragmento de 1,8 Kb de cDNA de c-fos humano
clonado en el plismido pBK28, donado generosamen-
te por el Dr. . Verma (Salk Institute, USA) vy cortado
por las enzimas Xhol-EcoR1; b) un fragmento de 1,4
Kb cortado por las enzimas Clal-EcoR1 que contiene
cDNA del 3° exén de c-myc humano obtenido del
plasmido pHSR1 (comprado al ATCC) y ¢) un frag-
mento de 1,2 Kb de cDNA del gen de GAPDH huma-
no cortado por la enzima Pstl (provisto gentilmente
por el Dr. A. Kornblihtt, Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales, UBA).

Tipificacion de las L.A.: Por estudios morfolégicos
en los frotis tenidos con May Grunwald-Giemsa;
citoquimicos con tinciones para mieloperoxidasa,
glucégeno (PAS), fosfatasa dcida, esterasa inespecifica
resistente y sensible a fluoruro de sodio; e inmuno-
fenolipificacién con anticuerpos monoclonales murinos
y citometria de flujo, se clasificé a las L.A. en:

e Mieloides y por subtipo FAB (de M, a M.)
e Linfoides: a) Nula

b) Comiin

cT

d)B
* Mixtas

Ensayos de unién con histamina: En todos los ex-
perimentos de unidn con radioligandos se emplearon
10® células enteras, resuspendidas en buffer Tris-CIH
50 mM (pH 7.4), incubadas a 4°C durante 60 minu-
tos.

Se enfrentaron las células con [*H]-Histamina (en-
tre 0,63 y 60 nM final). Para evaluar la unidn
inespecifica se trabajo con una concentracion 10 mM
de histamina fria en el medio de incubacidn.

Los ensayos se terminaron con el agregado de 2 ml
de buffer frio, filtrado a través de membranas de fibra
de vidrio tipo GF-B, y tres lavados posteriores con bu-
ffer frio. Las membranas se secaron en estufa a 37°C y
posteriormente fueron transferidas a viales con solucion
centelladora (PPO, POPOP y Tolueno). Las actividades
se midieron en un contador de centelleo liquido.

Ensayos de union con tiotidina: en estos estudios
de binding se ulilizé buffer sin MgCl.. Se estudiaron
7 concentraciones crecientes de radioligando (de 0,9
a 60 nM final) por duplicado. Luego se agregd buffer
frio y se filtré segiin se describe con la ["H]-histamina.

La unidn inespecifica se calculé agregando una
concentracién 1 mM de histamina fria en el medio de
incubacidn.

Ensayos de unidn con pirilamina: los ensavos de
saturacidn se realizaron con 12 concentraciones cre-
cientes del radioligando (de 0,1 a 60 nM final), Se fi-
nalizé con el agregado de buffer frio y filtracion.

La unidn inespecifica se calculd agregando una
concentracion 10 mM de pirilamina fria en el medio
de incubacién.

Estudio del AMPc¢ intracelular: las células fueron
lavadas y resuspendidas en medio de Hanks a una
concentracion de 10%el/ml, con isobutilmelilxantina
(IBMX) 10° M, preincubadas por 3 minutos a 37°C y
expuestas a continuacidn a las condiciones experimen-
tales en estudio durante 2 minutos. La reaccidn fue
frenada mediante una centrifugacién a 3.000 x G du-
rante 3 minutos, el agregado de etanol absoluto y la
posterior conservacion en hielo. El sobrenadante fue
centrifugado nuevamente a 3.000 x G por 10 min., la
fase con etanol secada y resuspendida en buffer
trisclorhidrico 50 mM. El contenido de AMPc¢ fue de-
terminado por un ensayo de compelicién con
[PH]JAMPc para la PKA".

En los experimentos de desensibilizacidn, las cé-
lulas fueron pretratadas con agonista H, (dimaprit o
BU-E-75 10 pM) o con forskolina 75 pM (respuesta
méaxima), desde 1 minuto a 24 hs en ausencia de
IBMX. Posteriormente las células fueron lavadas y
resuspendidas con IBMX 1 mM a una concentracién
de 10° cel/ml y expuestas al agonista H, o a diferen-
tes estimulos que elevan el AMP¢, por 9 minulos, la
reaccién fue frenada y el AMPc cuantificado, para de-
terminar si los receptores a histamina H, podian, aiin,
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generar AMPg, si la desensibilizacion estaba confina-
da al receptor de histamina H,, o si involucraba otras
etapas de la via de senalizacion.

Ensayos de cinética proliferativa: Se colocaron en
botellas de cultivo de tejido de 25 cm? (Falcon) 52 8
ml de una suspensién de células U-937, con el agre-
gado de drogas o de solvente (control). Las concen-
traciones celulares iniciales oscilaron entre 10.000 v
50.000/ml. Los tiempos de cultivo variaron entre los
3 y 6 dias y a intervalos de 12 a 48 horas se efectua-
ron recuentos celulares en camara de Neubauer. En
todos los casos se determind el porcentaje de células
viables por exclusién del tripan blue.

Test del MTT: el test de MTT fue efectuado como se
describe en la bibliografia *. En sintesis, se sembraron,
en una policubeta de cultivo de tejidos de 96 hoyos de
fondo plano, 1.000 a 5.000 células por hoyo, con la dro-
ga en estudio, en un volumen final de 100 pL. Cada
condicidn experimental fue testeada por cuadruplicado.
El blanco estuvo constituido por 100 pL/hoyo de me-
dio de cultivo y el control por células con solvente de
la droga. Tras 3 o 4 dias de cultivo, se anadieron 15 pL
de solucién de MTT /hoyo y la policubeta fue incuba-
da por 4 horas. Luego, se agregaron 100 pL de solucidn
solubilizadora-frenadora/hoyo, se incubé durante la
noche y Iras una breve agitacién, se leyeron las densi-
dades dépticas (O.D.) en un lector vertical de ELISA
Titertek Multiscan MCC/340.

Determinacidn de la expresion de antigenos
mieloides de superficie: Tras diferentes tratamientos, las
células fueron lavadas con PBS, distribuidas en
alicuotas de 10¢/tubo, incubadas 15 minutos a 37°C en
RPMI 1640 con suero AB humano al 5% e inmuno-
marcacadas con anti CD14 conjugado con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) o con anti CD11b y anti IgG,
murina de cabra conjugado con FITC como 2° anticuer-
po. Las incubaciones fueron efectuadas a 4°C, al abri-
go de la luz, durante 30 minutos. Luego las células
fueron lavadas 3 veces y resuspendidas en PBS.

Los controles negativos fueron IgG, murina irre-
levante, conjugada con FITC o sin conjugar.

Una vez marcadas, las células fueron estudiadas
con un citémetro de flujo FACStar plus (Becton
Dickinson) con un haz de ldser de argén de 488 nm.
Los resultados fueron analizados con el software
Lysys (Becton Dickinson). Se adquirieron 5.000 even-
tos por tubo. Se registraron la fluorescencia verde
emitida y la dispersidn de la luz a 90° y a 180° como
medidas de la densidad de antigeno de superficie,
tamafio y granularidad celular.

Para cada grupo de tratamiento -incluyendo al
control- se calcularon las diferencias entre las intensi-
dades de fluorescencia media de las células inmuno-
marcadas y su control negativo correspondiente.
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Ensayo de quimiotaxis: La migracién «in vitro» de
las células U-937 fue estudiada mediante la técnica del
filtro con microporos. Se sembraron 10° células en 0,1
ml de RPMI 1640, con Hepes 10 mM y 0,5% albiimi-
na sérica humana (HSA) en el compartimiento supe-
rior de una cdmara quimiotictica (Transwell 3415;
Costar Corp., Cambridge, MA) colocada, una en cada
hoyo, en una policubeta de cultivo de tejidos de 24
pecillos (Corning, USA). Los compartimientos supe-
rior e inferior asi delimitados estdn separados por un
filtro de policarbonato libre de PVP -con un tamafio
de poro de 5 pm-. El compartimiento inferior fue lle-
nado con 0,6 ml de medio (RPMI 1640, 10 mM Hepes
con HSA al 0,5%) sin o con rhC5a. Las camaras fue-
ron incubadas por 1 a 3 hs -segtin necesidad- a 37 °C,
100% de humedad y 5% de CO,. Luego se removie-
ron los filtros con el contenido de la cimara superior
y las células migradas al compartimiento inferior fue-
ron recolectadas y contadas mediante citometria de
flujo con un citémetro «Cytoron» (Ortho Diagnosis,
NJ, USA), equipado con el programa «Absolutes.
Cada condicion experimental fue estudiada al menos
por duplicado o, mds frecuentemente, por triplicado.

Reduccion del Nitrobluetetrazolium (NBT): Se
mezclaron 0,5 ml de suspensién celular en medio de
cultivo con un volumen similar de NBT disuelto al
0,1% en PBS y 0,15 ml de una solucién de 4f-forbol
12-miristato 13-acetato (PMA) en RPMI 1640 a una
concentracion de 1 ng/ml. La mezcla fue incubada
durante 1 hora a 37°C, 100% de humedad, 5% de CO,
y 95% de aire. La proporcién de células que contenian
depdsitos intracelulares de formazan fue determina-
da mediante recuento al microscopio Gptico en prepa-
rados citoldgicos obtenidos por citocentrifugacién y
tefiidos con May Grunwald-Giemsa. Se evalué un
minimo de 200 células por citopreparado y 2 prepa-
rados (o mds) por cada tratamiento.

Estudios de los niveles de transcripcidn de
oncogenes: El nivel de expresién de c-fos y c-myc fue
estudiado en diferentes condiciones mediante un ani-
lisis de Northern blot. Tras aislarse el ARN total,
alicuotas de 20 pg fueron sometidas a una corrida
electroforética en gel de agarosa al 1% - formaldehido
0,8 M, luego transferidos a membranas ZetaProbe (Bio
Rad) e hibridizadas “overnight” a 45°C con la sonda
marcada mediante el kit “random primer” con *P
>10°%cpm/ml, en 0,125 M cloruro de sodio, 0,250 M
fosfato de sodio (pH 7,2), 5% SDS, 10% polietilenglicol
(PEG), 50% formamida. Los filtros fueron luego lava-
dos y expuestos a films AGFA Curix RP1. Los
autorradiogramas fueron analizados cuantita-
tivamente con la ayuda de un scanner LKB (Suecia).
Todos los resultados de hibridizacién especifica del
ARNm fue estandarizada con el empleo de cDNA del
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gen constitulivo gliceraldehido-3-P dehidrogenasa
(GAPD) como control.

Western blots: 3 x 10* células por condicion expe-
rimental fueron lisadas en buffer Tris-HCI 50 mM, pH
6,8, con 2% de SDS, 2 mercaptoetanol 100mM, 10% de
glicerol y 0,05% de azul de bromofenol v sonicadas
para fragmentar el ADN. Las muestras asi obtenidas
fueron hervidas durante 5 minutos, se extrajeron frac-
ciones que se sometieron a una corrida electroforética
en geles de poliacrilamida al 12% con SDS y se trans-
firieron a papel de nitrocelulosa. Los sitios de unién
residual fueron bloqueados con leche descremada al
5% en TBST (buffer Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 137
mM y Tween-20 al 0,05%) y luego las membranas fue-
ron incubadas con 2 mg/ml de anticuerpo primario
especifico en leche descremada al 3% en TBST. Todos
los lavados subsiguientes se hicieron en TBST. La re-
accion se reveld con un suero policlonal anti-conejo
conjugado con peroxidasa de ribano picante y los
reactivos del kit ECL (de quimioluminiscencia) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Amersham
Life Science, Inglaterra).

ANALISIS ESTADISTICO

Resultados cualitativos (proporciones): El test de
y* se empled para comparar las proporciones de cé-
lulas que reducen NBT. Para subcomparaciones entre
algunos de los grupos experimentales, cuando ello fue
de interés, se calculé el valor de ¥* por particidn de
grados de libertad.

Estudio y comparacion de cinéticas proliferativas:
Se efectuaron andlisis de regresidn lineal de los
logaritmos naturales de los recuentos celulares oble-
nidos en el periodo de crecimiento exponencial en
funcién del tiempo para cada experimento y condicién
de tratamiento. Luego se compararon las cinélicas de
los diferentes tratamientos testeando la desigualdad
de las pendientes obtenidas. Estos estudios con sus
graficos fueron efectuados mediante el programa
Graph Pad Prism (version 2.0).

Comparaciones entre tratamientos mediante and-
lisis de varianza de un factor: En los estudios de re-
versién de la inhibicién proliferaliva por antagonis-
tas histaminicos, quimiotaxis, ¢ inmunomarcacion, los
diferentes grupos de tratamiento fueron comparados
mediante un andlisis de varianza de un factor. En los
ensayos de migracién celular se analizaron los
logaritmos naturales de los recuentos celulares y en
los de inmunomarcacidn, las diferencias entre inten-
sidades de fluorescencia media. De hallarse diferen-
cias significativas, se efectué un post test de
Bonferroni, para evaluar que grupos fueron disimiles
entre si.

Amniilisis de las curvas dosis-respuesta: En aquellos
casos en que la respuesta con droga -analizada me-
diante ANOVA de un factor- fue significativamenle
diferente al control, se estudid el ajuste de los resul-
tados obtenidos a 2 tipos de curvas dosis-respuesta
(CDR) sigmoideas mediante un anilisis de regresion
no lineal, empleando el programa Graph Pad Prism
(version 2.0). Se optd por la ecuacion mas sencilla,
salvo que la otra mejorara el ajuste en forma signifi-
cativa. Se analizaron también con esta metodologia los
ensayos de desensibilizacién del receptor H, y del
estimulo de la adenilciclasa por forskolina. En estos
casos los tiempos de preincubacion con la droga
desensibilizante fueron las “dosis” del tratamiento.

En los estudios de Northern blot para c-fos v c-
myc, se calcularon los valores de CE, y R__ por ana-
lisis grafico de las curvas de concentracion-respues-
ta. Se empled el test “t" de Student para las compara-
clones.

Para todos los estudios estadisticos se tomd como
nivel de significacién un o = 0,05.

RESULTADOS

Receptores a histamina en células hemopoyéticas
humanas: se colectaron y estudiaron 18 muestras -15
de médula dsea y 3 de sangre periférica- perlenecien-
tes a 15 pacientes: 14 eran porladores de una L.A. y
el restante presentaba una anemia ferropénica (con-
trol). Los tipos de L.AM. estudiados fueron: M, (1
pte.; M, (3); M, (2); M, (3); y M, (2). En las 3 L.AL,
1 fue T, otra de estirpe B comuin, y la 3° nula,

El momento evolutivo de la enfermedad al extraer-
s¢ las muestras era

-Previo a la induceion: 8 muesiras

-Remision completa: 3 muestras

-Recaida medular: 4 muestras

-Recaida extramedular (en remision hematoldgica):
1 muestra.

En todas las muestras se delectaron sitios de unién
especifica a histamina (SUEH) de tipo H,. En los es-
tudios con histamina tritiada (10 primeras muestras)
se detectd un aumento significativo de su concentra-
cidn en los especimenes con enfermedad acliva, res-
pecto a los de pacientes en remisién hemaloldgica (P
= 00,0368, test U de Mann-Whitney). En las 13 mues-
tras estudiadas mediante unidn de pirilamina tritiada,
también hubo una mayor concentracion de S.U.E.H.
tipo H. en las muestras de pacientes con enfermedad
activa, pero sin alcanzar niveles de significacion (P =
0,45342).

Los estudios de correlacidn no paramélrica mos-
traron una ausencia de asociacion entre el porcentaje
de blastos presente en las muestras estudiadas y el
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nivel de S.U.E.H. de tipo H, medido por cualquiera

de los 2 radioligandos. En cambio sf se hall6 una co-

rrelacién positiva significativa entre el nivel de S.U.E.

a pirilamina de la muestra y el porcentaje de células

mononucleares CD34 positivas (Rs = 0,98314. P <

0,03).

Por otra parte, salve en una paciente con una
L.AM. M,, se detectaron S.U.E.H. de tipo H, en las
restantes muestras estudiadas. No hubo diferencias
significativas, en la concentracién de S.U.E. a los 2
radioligandos empleados (histamina y tiotidina
tritiadas) entre los pacientes con enfermedad activa y
en remisién hematoldgica. Tampoco se hallé correla-
ci6n significativa entre el nivel de 5.U.E.H. de tipo H,,
por un lado, y el inmunofenotipo, o el porcentaje de
blastos de las células mononucleares por otro lado.

En conclusidn:

I. Fueron detectados S.U.E.H. de tipo H, en todas las
muestras de pacientes con L.A.

II. Su nivel de expresién podria estar asociado con la
proporcién y grado de inmadurez de las células
leucémicas presentes en la muestra.

111, Fueron detectados S.U.E.H. de tipo H, en todas las
muestras de pacientes con L.A., excepto en 1
L.AM. M,

Receptores a histamina H2 en la Linea celular U-
937: los estudios de binding con tiolidina tritiada
mostraron que las células U-937 presentan un 5.U.E.
a histamina de tipo H, (Fig. I). Los pardmetros calcu-
lados en base a los datos experimentales son una cons-
tante de disociacién (Kd) = 15,2 = 3,5 nM y una den-
sidad de sitios de unién (Q) = 18.857 = 1636 sitios por
célula.

La histamina y los agonistas H, inducen la eleva-
cion de los niveles intracelulares de AMPc -ver tabla
I-. La histamina es la droga mds eficaz, con un aumen-
to méximo de la concentracién de AMPc de 56 veces
por sobre el nivel basal a una concentracién 10 mM.
El dimaprit y el BU-E-75, a una concentracién 10 mM,

Curva de unién de *H-tiotidina a

= la linea celular U-937

S o000 -

i !

8 G Kd =152 +35 nM

= Q = 18.857 = 1.636
m

E

o

= 0 : - : '
f 0 25 &0 75 100

*H-tiotidina libre (nM)

Fig. I Curva de saturacion de las células U-937 con tiotiding tritiada.
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TABLA L Potencia de diferentes agonistas histaminicos
para elevar el AMPc en las células U-937

DROGAS CE,, (mM)
Histamina 1,8
Dimaprit 28
BU-E-75 02

desencadenan una R__ consistente en un incremento
del AMPc basal de 38 veces.

El agregado de pirilamina (antagonista H,) deter-
mind una leve reduccidn -del 30%- de la eficacia de
la histamina y no modificé el efecto de los agonistas
H,. En cambio, el agregado de famotidina (antagonista
H,) suprimid el incremento del AMPc generado tanto
por los agonistas H, como por histamina, confirman-
do la especificidad del estimulo H, para elevar el
AMPec.

Estudios de proliferacion U-937 con drogas
histaminicas: se evalud en 2 oportunidades, median-
te el test de MTT, la proliferacién celular en presen-
cia de histamina en un rango de concentraciones que
oscilé entre 10* M y 10% M. No se observaron dife-
rencias significativas con la proliferacién media del
control. A una concentracién de 10* M la histamina,
en 2 experimentos sucesivos de cinética celular, tam-
poco modificd la proliferacion U-937.

Los agonistas especificos H, fueron estudiados en
un rango de concentraciones entre 107 y 10* M. Am-
bos agonistas (BU-E-75 y dimaprit) produjeron una
inhibicién significativa de la replicacién celular (ma-
nifestado como un descenso de la DO media) a con-
centraciones de 25 y 100 pM, no revertida por el agre-
gado de antagonistas especificos. Mds atin, las concen-
traciones mds altas de antagonistas potenciaron el
efecto antirreplicativo y citotdxico de los agonistas,
por lo que se concluye que dicho efecto no estd me-
diado por la activacién especifica de los receptores.

Estudios de diferenciacion U-937 con agonistas H2:
se empled, en estos estudios, una concentracion final
de histamina y de agonistas H, (BU-E-75 o dimaprit)
de 100 pM.

Ni la histamina ni los agonistas sintéticos -en 2
experimentos sucesivos- produjeron cambios en el
tamaiio celular, medido por la dispersién anterdgrada
(forward scatter) del haz de ldser. La histamina tam-
poco produjo cambios, pero ambaos agonistas determi-
naron un pequefio aumento de la dispersion a 90° de
la luz (side scatter) en los 2 experimentos, sin alcan-
zar significacion estadistica. Por microscopia conven-
cional dicho cambio correspondid a un aumento en la
vacuolizacion citoplasmatica.

En ambos experimentos no hubo cambios en el
porcentaje de células que expresan CD14 -siempre
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inferior al 1%-, ni aumentos en la expresién de CD11b
inducidos por histamina o por los agonistas H,.

Modificaciones en los niveles de ARNm de c-fos
inducidas por los agonistas H2: Las células U-937 tra-
tadas con histamina o dimaprit 10 uM mostraron un
aumento transitorio en los niveles del ARNm de c-fos
después de 30 minutos de incubacion. El andlisis
cuantitativo de este ensavo mostrd niveles miximos
de ARNm a los 60 minutos, que posteriormente dis-
minuyeron, llegando a valores proximos a los basales
tras 4 horas de tratamiento. Experimentos similares
desarrollados en presencia de agonista H, 10 uM no
mostraron efectos en los niveles de ARNm de c-fos.
Los niveles de transcripcion de la GAPD -utilizada
como control- fueron esencialmente constantes en to-
dos los ensayos (Fig. 11).

Estudio dosis-respuesta de los efectos de la
histamina y de los agonistas H1 y H2 en los niveles
de ARNm de c-fos: Las curvas concentracion-respues-
ta fueron obtenidas tras una incubacién de 1 hora, tras
determinarse en el estudio previo que 60 minutos era
el tiempo de respuesta mdxima, en presencia de
histamina o del agonista H,. Ambos agentes induje-

HISTAMINE HI
SEERS G855
g (=] a5 8

ceawe
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ron aumentos dosis-dependientes en los niveles de
ARNm de c-fos. Los valores de CE_ y RMax fueron
obtenidos por anilisis densitométrico de los
autorra s. Los valores de CE_ para histamina
¥ dimaprit fueron 14 £ 03 uM y 0,6 = 0,1 pM, res-
pectivamente, mientras que la respuesta mixima se
obtuve a concentraciones superiores a 10 uM para
ambos reactivos. Nuevamente, no se observaron cam-
bios en las células tratadas con el agonista H, (Fig. I11).
Caracterizacion de los receptores involucrados en
la elevacion del ARNm de c-fos: s6lo los receptores de
tipo H, estin relacionados directamente con los au-
mentos en los niveles de ¢-fos. Los efectos de la
histamina y del agonista H, fueron blogueados total-
mente por famotidina, mientras que con pirilamina no
se vieron cambios. Ni la pirilamina ni la famotidina
alteraron, per se, los niveles de c-fos (Fig. IV).
Estudio de las kinasas involucradas en la elevacion
del ARNm de c-fos inducido por el estimulo H2: para
investigar si la fosforilacién de proteinas esta
involucrada en el mecanismo de modulacién de c-fos,
se efectuaron una serie de experimentos en los que el
H., un inhibidor especifico de PKA y PKC™, fue afa-

Figura Il. NORTHERN BLOT de C-FOS con HISTAMINA, AGONISTAS H, y H,
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Figura I1l. NORTHERN BLOT de ¢-fos con DIFERENTES CONCENTRACIONES de HISTAMINA, AGONISTAS H,y H,



Figura [V. NORTHERN BLOT de ¢-fos con AGONISTAS Y ANTAGO-
NISTAS HISTAMINICOS

dido en forma previa al agregado de histamina o del
agonista H, al cultivo de células U-937. H. bloqued el
aumento en los niveles de ARNm de c-fos inducidos
tanto por histamina como por dimaprit. Ademis el
DBAMPc, un activador de la PKA, indujo una eleva-
cién de los niveles de transcripcion de c-fos que pu-
dieron ser bloqueados por H.. La bisindolilmaleimida,
un inhibidor especifico de la PKC*, no modificé la
expresion de c-fos inducida por histamina o dimaprit,
pero en cambio abolié el aumento de ARNm de c-fos
inducido por PMA, un conocido activador de la
PKC™ (Fig. V). Estos resultados sugieren que la
fosforilacién de proteinas mediada por PKA intervie-
ne en la expresion del gen c-fos inducida por
histamina.

Estudio del efecto de las drogas histaminicas en los
niveles de ARNm de c-myc: Las células U-937 expre-
san constitutivamente el gen c-myec. Sus niveles de
expresion fueron estudiados tras el agregado de una
concentracién 10 puM de histamina, agonista H o
agonista H,. No se observaron variaciones en los ni-

- cfos

- GAPDH

Figura V. NORTHERN BLOT de c-fos con AGONISTAS
HISTAMINICOS y DBAMPe. EFECTOS de los ANTAGONISTAS de
PROTEIN KINASAS H, v B.LM.
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veles de expresién de este oncogén en periodos de
tiempo que oscilaron entre 1 y 48 horas (Fig. VI). Tra-
tamientos mas prolongados de hasta 6 dias arrojaron
resultados similares (no se muestran los resultados).

Estudio del efecto del dibutiril AMPc en los nive-
les del ARNm de c-fos y c-myc; Cultivos de células U-
937 fueron suplementados por varios periodos de
tiempo con DBAMPc 400 pM, tras lo cual se estudia-
ron los niveles de ARNm de c-fos y c-myc.

El DBAMP¢ produjo un marcado incremento de
los niveles de transcripcion de ARNm de c-fos den-
tro de la primera hora y estos niveles permanecieron
elevados durante al menos 12 horas de exposicién a
la droga. Este efecto sostenido no fue observado con
el empleo de histamina o del agonista H,. Bajo con-
diciones similares, los niveles de ARNm de c-myc se
redujeron marcadamente dentro de la 17 hora de tra-
tamiento con DBAMPe (Fig. VII).

Variaciones de los mveles de las proteinas Fos y Myc
en las células U-937 tratadas con el agonista H2 y con
dibutiril AMPe: En células tratadas con dimaprit o con
DBAMPc se realizaron estudios cinéticos del conteni-
do de proteina Fos y Myc. Se hallé que la traduccion
proteica es paralela a los niveles correspondientes de
ARNm de los oncogenes. El dimaprit produjo un au-
mento transitorio en la proteina Fos con una respuesta
méixima a las 2 horas de incubacién, que permanecio
mas elevada que los controles por al menos 6 horas y
que disminuyo progresivamente hasta las concentracio-
nes basales tras 12 a 24 horas. En cambio, los niveles
de esta proteina permanecieron constantemente eleva-
dos en las células expuestas por hasta 24 horas al
DBAMPc. Los niveles de proteina Myc no fueron mo-
dificados por accién del dimaprit en las células trata-
das por hasta 24 horas, pero mostraron un descenso

rogresivo cuando las células fueron cultivadas en pre-
sencia de DBAMPc. El estudio de los niveles de la pro-
teina Jun mostré un comportamiento similar al de los
niveles de la proteina Fos en las células tratadas con
dimaprit o con DBAMPc (Fig VIII).

El DBAMPc estimula a la PKA y es capaz de dife-
renciar las células U-937"%4%, Los agonistas H,, que
estimulan la misma via de transduccidén de sefales
son, en cambio, incapaces de diferenciar esta linea
celular y generan una respuesta de oncogenes con una
elevacidn transitoria del ARNm y de la proteina Fos,
sin modular el gen c-myc. Se decidié poner a prueba
si el receptor H,, por desensibilizacién, podria estar
generando una sefial de limitada duracion, incapaz de
diferenciar estas las células.

Estudio de la cinética de desensibilizaciin del re-
ceptor H2: Los resultados mostraron una reduccion en
la produccién de AMPc por el agonista H, cuando las
células U-937 fueron tratadas previamente con BU-E-
75, Tras 2 horas de incubacidn con BU-E-75 10 uM, la



RECEPTORES HISTAMINICOS H. AMPC Y DIFERENCIACION CELLILAR LE LICEMICA

HI1

HISTAMINA

0 3 612 48hs
0 3 6

12 48 hs

it

H?2

e =

c-myc
GAPDH

03 6 12 48hs

Figura V1. NORTHERN BLOT de c-myc con AGONISTAS HISTAMINICOS

e
=

Figura VIl NORTHERN BLOT de o-fos y c-mye en CELULAS U-937 con DBAMPc

H2 dbcAMP
02 61224 02 61224 h
Sasame &~ c-Myc
- ®ee cios

Frgura VII. WESTERN BLOT de FOS, [UN y MYC con DIMAPRIT
DEAMPe

reestimulacién H, no indujo elevacion alguna del
AMPe. A los 20 = 3 minutos de pretratamiento se ob-
servd el 50% de la desensibilizacién maxima. Para
eslablecer si la desensibilizacion se limitaba a los re-

ceptores H,, se estudiaron los efectos del pretrata-
miento con BU-E-75 sobre la respuesta de los recep-
tores a PGE, y de la adenil ciclasa a la forskolina, La
PGE. eleva los niveles de AMPc en la linea U-937 en
forma dosis-dependiente, con una CE_ de 40 nM. La
forskolina también origina un incremento dosis-de-
pendiente del AMPc (ver mds adelante). EI
pretratamiento con BU-E-75 no alterd la respuesta a
la PGE, ni a la forskolina, lo que pone en evidencia
que la desensibilizacién del receptor H, es un fend-
meno homdlogo (Fig IX).

Se buscd evaluar si otros agentes, activos en dis-
tintos sitios de la via de transduccion de sefales del
receptor H_, eran capaces de generar una estimulacién
prolongada de la adenilciclasa e inducir la diferencia-
cion celular. Se eligié la forskolina por ser un
estimulador directo de la adenilciclasa, menos procli-
ve por ello a sufrir fenémenos de desensibilizacion.

Estudio de la desensibilizacion del estimulo media-
do por forskalina: tanto la forskolina como el dimaprit
indujeron niveles similares de AMPc en células U-937
no tratadas previamente. La exposicion previa a
forskolina determing un descenso en la produccidn de
AMPc en respuesta al agonista 11, al punto que tras
4 horas de incubacién con forskolina, el estimulo con
dimaprit no generd elevacion del AMPc. Esta
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Fig. IX Cambio en los niveles de AMPe en Ias células U-937 bratadas con
dimaprit y veestimuladas con distintas agentes

Las células LU-937 fueron incubadas con BU-E-75 10 pM por los periodos
de Hempo Indicadeos, lavadas y estimuladas con BU-E-75 10 uM, PGE, 1
i y forskaling 10 pM. Los niveles de AMPe fueron luego determinados
coma se detulli en métodos,

desensibilizacion heteréloga del receptor H, mostré
un tiempo medio (T, ,,) de 120 + 13 minutos (media +
error estandar de la media) medido en 4 experimen-
tos.

Por otro lado la reexposicién de las células U-937
a forskolina 75 pM tras una incubacién de hasta 24
horas siguid desencadenando una elevacion del AMPc
proporcionalmente similar a la originada en células no
tratadas (ver figura X), lo que confirma la ausencia de
desensibilizacidon homdloga del estimulo mediado por
forskolina.
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Estudio dosis-respuesta de AMPc a forskolina: La
forskolina indujo un aumento inmediato en el conte-
nido de AMPc celular en la linea U-937 en forma con-
centracién-dependiente, con una CE,, = 30,7 uM y una
respuesfa mdxima a una concentracién 100 uM, con
niveles de 45,3 picomoles de AMPc/10° células, o sea
10 veces superiores a los basales (Fig XI).

Respuesta proliferativa de la linea U-937 a la
forskolina: La forskolina, en todos los ensayos efec-
tuados, inhibid en forma dosis dependiente la proli-
feracién celular U-937. La CE_ fue de 22 pM y la res-
puesta maxima -ver Fig Xll- s¢ obliene a concentra-
ciones superiores a 50uM con una inhibicién del 83,3%
de la proliferacién control.

Curva Dosis-Respuesta de
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Frg. X1 Curva dosis de forskalina-respuesta de AMPe en oflulas U-937.
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Fig. X Cambio en los niveles de AMPe en las células U-837 tratadas con forskoling y reestimuladas con forskeling o dimaprit
Las cflulas L1-937 fueran incubadas con forskoling 75 uM por los periodos de tiempo mdicados, lavadas y estimuladas con dimaprit 10 uM o forskolina
75 pM. Los niveles de AMPe fueron luege determinados como se detalla en métodos.
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Fig. XII. Proliferacidn U-937 con forskoling.

Respuesta proliferativa al DBAMPe: El DEAMPc
produjo también una inhibicién proliferativa dosis
dependiente, con una CE_ = 116 uM, vy una respuesla
maxima con inhibicién del 82% de la proliferacién
control a una concentracion 1 mM.

Reduccién de NBT por las células U-937
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Fig. XlIl. Proporcidn de células U-S37 que reducen NBET.

Estudios de diferenciacion U-937 con agonistas H,
forskolina y DBAMPc

En estos estudios, las concentraciones de droga
ensayadas fueron 75 pM con dimaprit, 75 uM con
forskolina y 500 pM con DBAMPc y el tiempo de cul-

¥ -

Figura XIV. REDUCCION DE NBT: a.Control b.Dimaprit c.Forskolina d.DBEAMPc.
Tincidn con May Grunuald-Giemsa (x 1.000)
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tivo fue de 72 horas. Como un experimento de cinética
celular proliferativa mostrd que tras 48 horas de
incubacidén con forskolina las células comienzan a
replicarse nuevamente, en dicho momento se proce-
di6 a cambiarles el medio, resuspendiéndolas en me-
dio fresco con forskolina 75 uM.

Reduccion del NBT: En 3 experimentos se observo
un aumento moderado pero significativo en la propor-
cién de células que reducen NBT con DBcAMP y es-
pecialmente con forskolina. Con dimaprit, en cambio,
la proporcidn de células que reducen NBT fue simi-
lar al control (ver figura XILI).

Las siguientes fotos corresponden a un experimen-
to representativo. Las células U-937 control prictica-
mente no reducen NBT, al igual que las células trata-
das con agonista H,. Las células tratadas con DBAMPc

Quimiotaxis de células U-937 traladas
con forskolina a diferentes
concentraciones de rh-C5a
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* p<0.001 respacto a los confroles sin forskolina v
al control sin rh-C5a (ANOVA de 1 factor y post test
da Bonferroni)

Fig. XV Respuesta quimiotdctica de las cflulas U-937 tratadas con
forskoling a diferentes concentraciones de rhC5a.
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y especialmente con forskolina reducen NBT en una
proporcién ficilmente visualizable (Fig XIV).

Respuesta quimiotdctica al rhC5a

Seleccidn de la concentracién dptima de rhC5a: Un
estudio dosis-respuesta de migracion de celulas U-937
tratadas con forskolina a diferentes concentraciones de
thC5a mostro una respuesta significativa en un ran-
go de 10* a 5x10""° M. Los recuentos celulares mas
altos se obtuvieron a una concentracién de rhC5a de
5x10* M y especialmente con el reemplazo del medio
de cultivo y forskolina por medio y droga frescos a
las 48 horas del tratamiento de diferenciacion -barra
FF5- (Fig. XV).

Por consiguiente, se empled 5 x 10* M de rhC3a y
este tratamiento diferenciante con forskolina en los
experimentos sucesivos.

Respuesta guimiotdctica al rhC5a: Las células tra-
tadas con forskolina y con DBAMPc presentaron al-
tas respuestas migratorias cuando fueron enfrentadas
con thC5a 5x107 M. Las células control y las tratadas
con dimaprit en cambio casi no migraron al ser ex-
puestas al quimioatractante. En todos los casos, en
ausencia de rhC5a sélo se obtuvieron recuentos mar-
ginales de células migradas (Fig. XVI).

Modulacidn de los antigenos mieloides de superfi-
cie: EIl DBAMPc indujo un aumento moderado pero
significalivo en la expresién de 2 marcadores
miecloides en las células U-937, el CD11b (subunidad
@ de la integrina b, Mac-1) y el CD14 -receptor para
el complejo de lipopolisacarido (LPS) y LPS binding
protein (LBEP)- un marcador especifico monocitario. El
incremento en la expresion de dichos antigenos indu-
cida por forskolina, en ambos casos, no alcanzd un
nivel significativo -ver tabla Il-.

Modificaciones en los niveles de la proteina Myc
inducidas por forskolina: En células U-937 tratadas

Respuesta quimiotdctica al rh C5a

75000 -

?

(Media + E.S.)
B
:

Células migradas/hoyo

Control Ci+C5a Dimap Dim+C5a

For+C5a DBCAMP DB+Csa

* p<0.001 respecto a las restantes migraciones -transformacién logaritmica de los recuentos
celulares, ANOVA de 1 factor y post lest de Bonlerroni)

Fig. XVI. Respuesta quimiotdctica de las células U-937 con diferentes tratamientos y enfrentadas o rhC5a,
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TABLA II. Cambios en la expresidn de antigenos mieloides de superficie

CD11b CD14
Diferencia de % de células Diferencia de % de células
L E M. itivas LE M. positivas
(media + ES.) (media = ES) {media £ ES.) (media = ES.)
CONTROL 1654 =273 M9:506 061 = 1,24 63+ 3,35
AGONISTA 1995 =302 3V3=34 22 =357 B5+747
FORSKOLINA 2569 =301 &35 =1258 755 =20 1843 + 13,03
DBAMPe 3932 =301 687 = 1.74™ 1471 £ 398" 255 = 451"

*P<0,002 **P<0,001 ***P<0,04 ****P<0,006 *****P<0,02 respecto al control (test de T para

muestras independientes)

O 1 3 2448 h

Figura XVII. WESTERN BLOT de MYC en CELULAS U-937 con
FORSKOLINA

con forskolina a una concentracién 75 uM se efectua-
ron estudios cinéticos de los niveles de proteina Myc.
Se observé que ya a la hora de incubacién los niveles
de Myc descendieron marcadamente, volviéndose
indetectable después de las 3 horas de tratamiento, en
coincidencia con lo ocurrido con el dibutiril AMPc
(ver Figura XVII).

DISCUSION

La veloz expansién del conocimiento sobre los
mecanismos que conducen a la transformacién malig-
na celular, gracias a las técnicas de biologfa molecular
y a la disponibilidad de modelos celulares “in vitro”
y de modelos murinos “in vivo”, estin revolucionan-
do nuestra comprensidn sobre las hemopatias malig-
nas. El probable corolario de estos avances es que, en
un futuro mediato, veamos un cambio sustancial en
las terapéuticas hoy disponibles para su tratamiento.

Las LLA pediitricas fueron las primeras enferme-
dades malignas en obtener beneficios temporarios del
tratamiento con corticoides y quimioterdpicos®. Pos-
teriormente, con la asociacién de varias de estas
drogas entre si, combinadas en regimenes mds agre-

sivos, de mayor duracién y mds eficacia, se consiguie-
ron altas tasas de curacién =", La administracién de
estas lerapéuticas en pacientes adultos no reprodujo
el éxito pediatrico, ya que sélo una minoria consigue
una sobrevida prolongada™"®. El tratamiento de las
LMA se beneficid también, aunque en menor medi-
da, de la aparicién de la poliquimioterapia, ya que
sélo se logra la sobrevida prolongada de menos del
20% de los pacientes®.

Estos resultados, obtenidos con tratamientos basa-
dos en el empleo de citostdticos y el trasplante de
médula dsea, han mejorado relativamente poco en la
tiltima década. La mayoria de los pacientes sigue hoy
falleciendo a consecuencia de estas enfermedades.

En este contexto despert6 enorme interés el adve-
nimiento del tratamiento diferenciador con dcido
transretinoico en los pacientes con APL. 5i bien origi-
nalmente fue un hallazgo empirico de investigadores
chinos™), corroborado luego por estudios efectuados
en Occidente™ 7, |a deteccién del rearreglo del gen
RAR® en todos los casos de APL, la descripcién pos-
terior de los integrantes del complejo correpresor nu-
clear y de su disociacién por accién del ATRA, per-
mitieron comprender tanto el probable mecanismo de
transformacidn, como la accién terapéutica de las
dosis farmacolégicas del ATRA™.

Los estudios sobre la fisiopatogenia, respuesta a
distintos estimulos quimicos y requerimientos para la
supervivencia y diferenciacién de los progenitores
hemopoyéticos leucémicos se vieron obstaculizados
por las dificultades que plantea cultivar células
leucémicas mieloides “in vitro” por largos periodos.
Las células leucémicas primarias constituyen una po-
blacion heterogénea, compuesta por subpoblaciones
celulares con diferentes potencialidades de
autorrenovacion, replicacién y diferenciacién termi-
nal™, en las que sdlo un pequefio mimero posee la
capacidad de perpeltuar y reproducir la enfermedad.

La obtencidén de lineas celulares mieloides huma-
nas a partir de pacientes con LMA permilti6 desarro-
llar estudios en células originadas en los mismos pro-



70

genitores transformados, pero de mayor homogenei-
dad en sus propiedades proliferativas y de diferencia-
cién, e inmortalizadas, respecto a las células leu-
cémicas primarias, lo que las constituye en un mode-
lo “in vitro” mucho mds conveniente. Por 16gica, la
mejor adaplacidn de estas lineas celulares para la in-
vestigacion en laboratorio supuso una serie de modi-
ficaciones genéticas, respecto al modelo leucémico
original, con activacién de nuevos oncogenes™ e
inactivacién de genes supresores tumorales™, lo que
atenia la posibilidad de generalizar los resultados
obtenidos a las células leucémicas originales.

La linea celular U-937 ha constituido uno de los
modelos “in vitro” mds importantes para el estudio
de la diferenciacién monocito-macrofdgica en células
leucémicas" y por ello fue elegida para el presente
trabajo, ya que su diferenciacion es inducible por nu-
merosos estimulos farmacolégicos'™.

Se desconocia, al inicio del presente trabajo, si las
células leucémicas primarias poseen receptores para
histamina de tipo H, y/o H,. Por estudios de
estimulacién con histamina, bloqueo con antagonistas
especificos y dosaje de AMPc, se habia establecido que
las lineas celulares HL-60, U-937 y THP-1 expresan re-
ceptores H,™%9:%, al jgual que los granulocitos™. Un
unico trabajo en LA sugeria la presencia de receptores
a histamina, acoplados a la sintesis de AMPc, en las
LLA y en una minoria de las LMA con componente
monocitario™. Mediante estudios de unién con
radioligandos, hemos detectado la presencia de sitios
de unién especifica, tanto H, como H,, en casi todas las
muestras de pacientes con LA, independientemente de
la proporcién de células leucémicas presente en las
muestras. Esto sugiere, por un lado, que la presencia
de estos receptores es un hecho comiin en todos los ti-
pos de LA y, por otro, que las células hemopoyéticas
normales también los expresan. Para profundizar so-
bre un eventual rol de estos receptores en la prolifera-
cion y /o diferenciacién celular, se estudié la linea U-
937 como modelo de progenie monocitaria leucémica.

Los ensayos de unidn a radioligandos permitieron
caraclerizar los receptores a histamina H, en las célu-
las U-937. En la mayoria de los tejidos y 'lineas celu-
lares, los receptores H, via una proteina Gs, estimu-
lan la adenil ciclasa. Fur esta razdn, se estudid en la
linea celular U-937 los niveles de AMPc en respuesta
a la histamina.

Nuestros resultados experimentales indican que la
histamina produce un incremento en los niveles de
AMPc mediado a través de los receptores H,, ya que
¢l aumento del AMPc fue bloqueado por antagonis-
tas H, y sélo disminuyé en muy pequefia proporcién
por la presencia de antagonistas H,. Asimismo, los
agonistas selectivos H, produjeron un aumento del
AMPc dependiente de la dosis empleada, sin alcan-
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zar los valores maximos de AMPc inducidos por
histamina, lo que indica que poseen menor eficacia.
En cambio, el agonista H, sélo aumenté los niveles
basales de AMPc, en forma marginal, a las mas altas
dosis utilizadas.

Los reiterados estudios concentracion-respuesta
mostraron que ninguno de los agonistas histaminicos
produjo algiin efecto significativo sobre la prolifera-
cién celular U-937 a concentraciones en que sf estimu-
laron la sintesis de segundos mensajeros. Por lo tan-
to, la estimulacién de los receptores histaminicos H,
no altera la proliferacién celular U-937. Sin embargo,
a muy altas concentraciones (= 25 mM) los agonistas
semisintéticos H., pero no la histamina, inhibieron en
forma no especifica la proliferacién U-937. Dado que
la diferenciacién en las lineas celulares se asocia con
inhibicion de la proliferacién celular™, resulté de in-
terés averiguar si este freno proliferativo era una
manifestacion de diferenciaciéon monocitaria. Los
agonistas semisintéticos H, produjeron un pequefo
aumento en la dispersién del haz de liser a 90° y un
descenso en la baja expresion basal de CD11b. Este
ultimo cambio es opuesto al esperable para una dife-
renciacién a monocito-macréfago. El aumento de la
dispersidn lateral de la luz, por su parte, fue conse-
cuencia del incremento del contenido de vacuolas
citoplasmiticas -hecho que se visualizé al microsco-
pio optico- v no de la aparicién de un nuevo lipo de
granulos por maduracién celular. Se concluye, por lo
tanto, que la inhibicién de la proliferacién celular por
altas concentraciones de agonistas histaminicos
semisintéticos H, no se acompana de cambios propios
de la diferenciacién monocitaria.

En cuanto a las respuestas nucleares, al analizar la
expresion del prolo-oncogén c-myc en células U-937
tratadas con histamina o sus agonistas, no se obser-
varon variaciones de los niveles de ARN mensajero ni
de proteina, atin con tratamientos prolongados y con
altas dosis, lo que refuerza el hallazgo de que el esti-
mulo H, no es capaz “per se” de inhibir ia prolifera-
cion ni diferenciar las células U-937.

Tanto la histamina como el agonista H, dimaprit,
pero no el agonista H,, incrementaron transitoriamen-
te los niveles de ARNm de c-fos y de la proteina Fos.
Con la ayuda de antagonistas especificos se confirmé
que dicha respuesta estd mediada por receptores H,,.
Las CE,, para la produccién de AMPc y para la ex-
presién del proto-oncogén c-fos, tanto de histamina
como de dimaprit, fueron similares, lo que sugiere que
el AMPc podria estar involucrado en la expresién de
c-fos, via receptor H,. Reforzando la hipétesis sobre
la participacion del AMPc en la regulacién de dicho
gen, se ha descripto el aumento en la expresion de c-
fos en células HL-60 y U-937 tratadas con inhibidores
de fosfodiesterasas'®,



RECEPTORES HISTAMINICOS H., AMPC Y DIFERENCIACION CELULAR LEUCEMICA 71

La induccién del proto-oncogén c-fos mediada por
dimaprit fue atenuada por un inhibidor de PKA. El
inhibidor utilizado, H7, no es especifico de PKA, sino
que también actia sobre la PKC. El agregado de
bisindolilmaleimida, un inhibidor especifico de la
PKC, no modificé la induccién de c-fos por histamina
o por el agonista H,, indicando que la PKC no esti
involucrada en la regulacién de este gen. Se concluye
que es la via del receptor H,-AMPc-PKA, la que mo-
dula la expresién de c-fos.

La induccién de c-fos por AMPc fue demostrada
en diversos sistemas, aunque las caracteristicas de este
control son dependientes del tipo celular, como lo
muestran la significativa y estable transcripcién del
gen c-fos en macréfagos estimulados con AMPc y el
efecto mds débil y transitorio en otros sistemas™". In-
crementos en la expresién de c-fos asociados a un
aumento en los niveles de AMPc intracelulares se
describieron en sistemas donde este nucleétido cicli-
co induce proliferacién celular como células Swiss
3T3"%y células tiroideas de perro',

El AMPc estimula la expresidn de los genes que
regula a través de una secuencia de 8 pares de bases
en el ADN (TGACGTCA), denominada elemento de
respuesta al AMPc (CRE), ubicada en el promotor del
gen regulado. El gen de c-fos presenta una secuencia
CRE en su promotor™, lo que explica su regulacién
transcripcional por AMPc.

La estimulacién transcripcional por AMPc requie-
re la activacién de la PKA. Esta es una proteina
tetramérica, formada por 2 subunidades regulatorias
y 2 subunidades cataliticas, que esta localizada en el
citoplasma, probablemente por interaccién de la
subunidad regulatoria R, con proteinas especificas de
anclaje llamadas AKAPs (de cAMP-dependent Kinase
Anchoring Protein)®. La unién del AMPc a las
subunidades regulatorias (se requiere una molécula de
AMPc para cada subunidad regulatoria) determina la
disociacién del complejo tetramérico de la PKA. Las
subunidades cataliticas se liberan y pueden actuar en
el citoplasma o traslocarse pasivamente al niicleo. Esta
traslocacion nuclear es lenta -llega al plateau 15 a 20
minutos tras el estimulo del AMPc-, lo que la consti-
tuye en el paso limitante de la intensidad de la trans-
cripcién dependiente de AMPc'*.

El sustrato fisioldgico de la PKA en el nicleo lo
constituye una familia de proteinas, la primera de las
cuales fue detectada por su unidn de alta afinidad a
los sitios CRE del ADN, por lo que recibi6 el nombre
de CREB (de CRE Binding Protein o proteina que se
une al CRE). Estas proteinas son factores de transcrip-
cién cuya estructura mostré la presencia de un moti-
vo bZIP (regién badsica + cierre de leucina) en el ex-
tremo carboxiterminal de la molécula™. Las funcio-
nes del dominio bZIP son la dimerizacién y la unidn

al ADN pero, a diferencia de otros factores de trans-
cripcién con dominio bZIF, estas proteinas actian
como homodimeros. Son miembros de esta familia:
CREB, ATF-1 y CREM (CRE Modulator, o modulador
de los CRE). El CREB es el méds importante en la acti-
vacién de la transcripcion génica dependiente de
AMPc. La subunidad catalitica de la PKA, traslocada
al niicleo celular, lo fosforila en un solo residuo
aminoacidico (Ser-133), pero esta tinica fosforilacidn
es critica para su actividad transcripcional .

Es interesante que el promotor del gen que codifi-
ca al CREB conlenga varias secuencias CRE, que po-
tencian la actividad del promotor en respuesta al
AMPc, por lo que estimulos repetidos, o sostenidos,
pueden determinar la acumulacién de ARNm de
CREB y tener un efecto de amplificacién (priming) de
la respuesta al estimulo™,

La fosforilacién del CREB en Ser-133 es un requi-
sito ineludible para poder unir a un coactivador de
la transcripcidn génica, la CBP (CREB Binding Protein
o proteina que se une al CREB). Esta unidn parece ser
indispensable para que la transcripcién génica indu-
cida por AMPc tenga lugar'®.

El DBAMPc, un andlogo del AMPc permeable a la
membrana plasmitica y resistente a la hidrdlisis por
fosfodiesterasas'®, presenta un comportamiento dife-
rente a los agonistas H, en cuanto a la proliferacién,
diferenciacién celular y regulacién de los proto-
oncogenes c-myc, ¢-fos y c-jun. Se observé con este
agente una inhibicion dosis-dependiente de la proli-
feracién celular con una CE_ de 1,16 x 10° M y se
confirmé lo publicado en la literatura, al diferenciar-
se las células U-937 tras 3 dias de exposicidn a con-
centraciones entre 4 y 10 x 10* M. Asi lo demuestran
el aumento de expresién de CD14 y CD11b, la adqui-
sicion de la capacidad de reducir NBT y la aparicién
una respuesta quimiotactica al C5a. También el trata-
miento con DBAMPc determiné una disminucién de
los transcriptos de ¢-mye¢ y un aumento de los
transcriptos de c-fos.

No existia una explicacién satisfactoria sobre la
discordancia entre los efectos del DBAMPc y la ausen-
cia de respuesta a los agonistas H,. Una posibilidad
consistia en que el efecto diferenciador del DBAMPc
no fuera mediado por su accién andloga al AMPc sino,
por ejemplo, por un efecto de los residuos butirato
presentes en su molécula, o por accién sobre otros
blancos celulares. El butirato es capaz de diferenciar
la linea celular HL-60%"%1%), No queda claro si ocu-
rre lo mismo con la linea U-937, Se ha comunicado por
un lado que en concentraciones de hasta 5 x 10* M,
inhibe la proliferacién, sin cambios madurativos™, y
que conceniraciones mayores son citotéxicas, y por
otro lado, que a concentraciones de 107 M ejerce un
efecto diferenciador®,



Sin embargo, el incremento de c-fos inducido por
el DBAMPc fue bloqueado cuando las células U-937
fueron pretratadas con H7, antagonista de la PKA y la
PKC y no fue afectado por la preincubacion con BIM,
lo que sugiere que este efecto del DBAMPc estd media-
do por la PKA y es independiente del butirato.

En forma adicional, en la linea celular HL-60, tan-
to la histamina como el dimaprit y otros agentes que
elevan el AMPc inducen la diferenciacion celular a

través de la activacin de la PKA®S=55,

Si los efectos del DBAMPc sobre la linea U-937
también estin mediados por la PKA, una explicacién
alternativa para el fracaso de los agonistas H,, como
agentes diferenciadores, es que su estimulo sea
breve, insuficiente para inhibir la proliferacién y
desencadenar la diferenciacion. El DBAMPc es re-
sistente a la hidrélisis por fosfodiesterasas, por lo que
probablemente activa en forma prolongada a la PKA.
El estimulo mediado por receptores, en cambio, po-
dria sufrir un feed-back negativo veloz por
desensibilizacién. Ademads el AMPc sintetizado es ra-
pidamente degradado por las fosfodiesterasas.

Para probar estas hipdtesis se desarrollaron los
experimentos de proliferacién, diferenciacién y varia-
cién en la expresién de c-myc con forskolina. En for-
ma simultinea, se estudié la cinética de atenuacion
homdloga y heteréloga del aumento de AMPc indu-
cido por agonistas H, y por forskolina.

La forskolina es un diterpeno extraido de las rai-
ces del arbusto hindii Coleus forskohlii. Se une y esti-
mula en forma directa a la adenilciclasa, con lo que
aumenta la sintesis celular de AMPc*4%, Dado su
particular mecanismo de accién, esperibamos que
produjera un estimulo duradero, con una aclivacién
prolongada de la PKA.

Los resultados experimentales confirmaron las
suposiciones enunciadas. La forskolina inhibid la pro-
liferacién de las células U-937 en forma reproducible
y dosis-dependiente. Mds importante atin, su poten-
cia como anltiproliferativo fue muy similar a su poten-
cia para estimular el aumento de AMPc (CE_, = 22 x
10* M y 30,7 x 10* M respectivamente), lo que sugie-
re que esta inhibicidén proliferativa estd mediada via
AMPc-PKA, Ademds, la forskolina a altas concentra-
ciones -aproximadamente 3 veces la CE, para estimu-
lar la adenilciclasa-, indujo la diferenciacién de la li-
nea U-937, demostrado por la adquisicién de funcio-
nes clave de las células fagocitarias, como son el es-
tallido respiratorio tras el estimulo con PMA y la res-
puesta quimiotdctica al C5a. Finalmente este trata-
miento con forskolina produjo, al igual que el
DBAMPc, un descenso brusco y veloz en los niveles
celulares de la protefna Myc, que se volvié
indetectable a partir de las 3 horas de estimulacion,
lo que confirma su accidén diferenciante,
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Los agonistas H,, en cambio, pese a poseer ma-
yor potencia y una eficacia similar o mayor para es-
timular la adenil ciclasa que la forskolina, volvieron
a mostrarse inefectivos como agentes diferenciado-
res.

Por otro lado, los estudios de la cinética de atenua-
cién de la elevacién del AMPc por estimulos prolon-
gados con agonistas H,, mostraron en forma reitera-
da que los receptores H, de la linea celular U-937 su-
fren una rapida pérdida de su capacidad de respues-
ta, con un tiempo medio de 20 minutos y una impo-
sibilidad total de aumentar el AMPc tras 120 minutos
de estimulo constante. El mecanismo responsable de
este fenémeno queda restringido a nivel del propio
receptor, o sea que la desensibilizacién es homéloga,
ya que tanto la forskolina como la PGE, fueron capa-
ces de inducir aumentos del AMPc luego de una
preincubacién prolongada de las células con el
agonista H,. Una mayor la actividad de fosfodies-
terasas como explicacién de esta desensibilizacién
queda descartada, ya que resultaria en una disminu-
cién de las respuestas a PGE, y a forskolina.

La desensibilizacidn es un fenémeno observado en
casi todos los receptores acoplados a proteinas-G. Estd
caracterizado por una atenuacién de la respuesta ce-
lular al agonista. En contraste con las frecuentes evi-
dencias acerca de la desensibilizacién del receptor H,
de histamina, existe relativamente poca informacidn
sobre este fendmeno en receptores H, y su mecanis-
mo molecular no estd dilucidado. La desensibilizacién
homdéloga de receptores H, fue comunicada en la li-
nea celular de carcinoma gdstrico humano HGT-1%
y en la linea HL-60", Sin embargo, en algunos expe-
rimentos en células HL-60, la respuesta a PGE, fue
levemente afectada, lo que indica la participacién de
un componente heterlogo™. La desensibilizacién en
la linea HL-60 no pudo ser explicada por una dismi-
nucidn del niimero de receptores presentes en la mem-
brana plasmdtica, ni por una activacién de las
fosfodiesterasas. En leucocitos mononucleares, en
cambio, la histamina es responsable de una
desensibilizacién de los receptores H,, f§ adrenérgicos
y a la PGE, que fue explicada por un aumento en la
actividad de fosfodiesterasas™.

Los mecanismos de desensibilizacidn de recepto-
res acoplados a la adenilato ciclasa fueron extensa-
mente caracterizados para los receptores [} adre-
nérgicos (BAR)®. La desensibilizacién rdpida y
homéloga estd asociada a la fosforilacién del recep-
tor, catalizada por una kinasa especifica llamada
kinasa de BAR (BARK), que fosforila especificamente
al receptor ocupado por el agonista. Otro factor res-
ponsable de la desensibilizacién de los fAR es la f
arrestina. La unién de la [} arrestina al receptor
fosforilado, por el cual posee mayor afinidad, inhibe
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la interaccién receptor-proteina G, generando un es-
tado de desacople o desensibilizacion del receptor™.

Ademis de fosforilar al receptor P adrenérgico, la
bARK fosforila otros receplores acoplados a proteina
G. Hasta la fecha han sido aislados 6 cDNAs diferen-
tes que codifican para isoenzimas de kinasas de BAR,
corrientemente llamados kinasas de receptores acopla-
dos a proteina G (GRKs) y 3 proteinas relacionadas a
la B arrestina®’, Probablemente esta familia de GRKs
y las proteinas relacionadas a la [} arrestina estan
involucradas en un mecanismo regulatorio general
para receptores acoplados a proteina G.

Luego del clonado del receptor de histamina H_
se determinaron sitios potenciales de fosforilacion en
el extremo citoplasmético™~*. Como la desensi-
bilizacién en las células U-937 resulté ser homdloga,
estos sitios serian posibles blancos de una kinasa es-
pecifica de receptor. Se ha descripto la presencia de
la PARK en la linea U-937, lo que refuerza esta posi-
bilidad™.

Esta desensibilizacion rapida de receptores H, en
células U-937, permitiria explicar el aumento transi-
torio y no sostenido de c-fos, reafirmando la hipdte-
sis que dicho incremento es mediado por AMPc. Por
otra parle esta rdpida desensibilizacién, con la conse-
cuente caida de la respuesta de AMPc, impedirfa la
regulacion del proto-oncogén c-myg, la inhibicién
proliferativa y la diferenciacion de la linea celular U-
937.

Eslo es concordante con el hecho de que en célu-
las HL-60, donde tanto la histamina como los
agonistas H, inducen la diferenciacién celular depen-
diente de la via del AMPc-PKA, la desensibilizacion
del receptor H, tiene lugar mds tardiamente, con un
tiempo medio de aproximadamente 150 minutos™.

La elevacion del AMPc mediada por forskolina,
por el contrario, no se atenud ni siquiera tras 24 ho-
ras de tratamiento. Mientras la adenilciclasa mantu-
vo intacta su capacidad de responder a la estimu-
lacién por forskolina, el receptor H, se desensibilizo,
pese a no ser estimulado por ligandos, o sea en for-
ma heteréloga, con una ausencia completa de respues-
ta al estimulo tras 4 hs de incubacién con forskolina.

En el PAR, la desensibilizacién heterdloga esta
fisioldgicamente mediada por la PKA, que fosforila al
receptor en 2 silios, uno en la regién N-terminal del
extremo C-terminal de la molécula y otro en la regién
C-terminal del tercer bucle intracitoplasmiitico, en una
zona esencial para el acople de la proteina G_*. Este
segundo sitio es fosforilado preferentemente por la
PKA, lo que parece ser suficiente para bloquear la
habilidad del receptor para activar la proteina G,
La PKA no muestra preferencia por los receptores
ocupados con ligandos, lo que explica que esta
desensibilizacion pueda ser heterdloga.

La PKC también puede fosforilar al AR, proba-
blemente en los mismos sitios que la PKA, con la
misma preferencia por el tercer bucle citoplasmatico
v con idénticas consecuencias'™,

La desensibilizacion mediada por PKA ha sido
también observada en otros receptores acoplados a
proteina G, como los receptores para PGE, y para

dopamina DA . Probablemente este sea el mecanis-
mo por el cual el tratamiento con forskolina atenta
la respuesta H, en la linea U-937.

Lz respuesta diferenciadora a la elevacién del
AMPc, o al DBAMPc, que presentan miiltiples lineas
celulares con capacidad de diferenciacién mieloide y
monocitaria (HL-60, U-937, PLB-985*), sugieren que
la expresién de genes activados por AMPc probable-
mente juegue un rol fisioldgico importante en la dife-
renciacion normal de estos linajes celulares. Apoyan-
do esta hipdtesis, existen evidencias que indican que
los agonistas H, podrian participar en el reclutamiento
de células formadoras de colonias esplénicas (CFC-5)
de médula dsea de ratén en reposo proliferativo, ha-
cia la fase S del ciclo celular®,

El hecho que estimulos con vias de transduccién
de sefiales tan diferentes como por ejemplo el AMPc,
el ATRA, o los ésteres del forbol -por citar sélo algu-
nos ejemplos- induzcan la diferenciacién terminal
mielomonocitica, y que en muchos casos su efecto sea
aditivo o sinérgico!ONERONEN, sugiere que al final
de estas vias se activan algunos genes comunes.

Una observacion repetida en los modelos de dife-
renciacién mielomonocitica con lineas celulares es que
la maduracién celular se desarrolla al margen de los
cambios genéticos involucrados en la transformacion,
puesto que el cariotipo de las células asf diferencia-
das permanece anormal®. Hay, por lo tanto, muilti-
ples vias de estimulacién posibles para inducir la di-
ferenciacién de las células leucémicas susceptibles,
salteando los defectos genéticos y revirtiendo el
fenotipo maligno®. En este sentido, la combinacion
de compuestos buscando un efecto sinergistico, como
se observa con las lineas celulares, puede merecer un
rol importante®'.

Se ha sugerido un modelo conceptual, basado en
la experiencia clinica con el ATRA en APL y en los
estudios con lineas celulares, en que la lerapéutica con
agentes diferenciadores se emplea en un primer paso
para reducir el clon leucémico lo mds posible. Los Ii-
mites de este tratamiento, como se ve en la clinica y
en el laboratorio, estin dados por el surgimiento de
subclones resistentes a los inductores de la diferencia-
cién. Por ello este tratamiento diferenciante debe ser
combinado con, o seguido por, tratamiento quimio-
terdpico, en un intento curativo™, Las células resis-
tentes a los inductores de la diferenciacién pueden
atin responder a la poliquimioterapia y la combina-



74

cion de ambas modalidades disminuiria el desarrollo
de células resistentes y la frecuencia de las recidivas
leucémicas™!*

En todo caso, los agentes que median una eleva-
cion del AMPc constituyen una herramienta potencial
para sumar al arsenal de la terapéutica no citotdxica
de las LA. El fracaso de la diferenciacion U-237 por
desensibilizacion del receptor H, sugiere que 10s agen-
tes ideales para este tipo de ensavo terapéutico serian
el DBAMPc o la forskolina, por lo sostenido de su
accion activadora de la PKA.

ABSTRACT

Signal pathway and regulatory effects of histamine H,
receplors were investigated in human leukemic cells, to
explore its therapeutic potlential in non cytotoxic
trealments.

Binding assays disclosed both types of specific
histamine binding sites -H, and H,- in nearly every sample
of periferal blood or bone marrow from acute leukemic
patients, unrelated to the blast count. This suggests the H,
receptor is commonly expressed in normal or transformed
hematopoietic cells.

The U-937 cell-line, a monoblastic cell model, has H,
receptors coupled to cAMP synthesis. No changes in U-937
cells proliferation or differentiation were induced upon
stimulating H, receptors. However, a transient protein
kinase A (PKA)-mediated rise in Fos and Jun expression,
without a Myc decrease, were seen.

A short-lived PEA activation, triggered by histamine
H, receptor stimulation, could hypothetically explain the
U-937 cell-differentiation failure. Accordingly, H, receptors
disclosed a rapid homologous desensitization (T. ¥ = 20/).
Forskoline-induced cAMP elevation through a direct
adenylyl cyclase activation, however, did not desensitize
after a 24 hours exposure.

Forskoline also inhibited U-937-cell proliferation at the
same dosis stimulating ¢cAMP synthesis and induced a
phagocytic differentiation, demonstrated by an increase in
NBT reduction and the appearance of a chemotactic
response to CSa.

Conclusion: 1) A quick desensitization of a receptor
transducing a differentiation signal, like histamine H,
receptors in U-937 cells, might be a physiopathogenetic
mechanism in malignant transformation, through a
maturative signalling blockade in the neoplastic cell. 2)
Both, the present results and the differentiation properties
of dibutyryl cAMP in myeloid cell lines, warrant further
studies of cAMP elevating agents in AML treatment.
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