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PRESENTACION

Una de los primeros cuestionamientos que posiblemente se haga el lector es ¢por qué
investigar una terapia contra la leucemia en el grupo de Neurociencias? Este interrogante se
abordo a lo largo del proceso de formacion, esta presentacion tiene como objetivo responder a

esta inquietud.

En la actualidad, y en el area de investigacion de Enfermedades Neurodegenerativas,
Neuroquimica y Biologia Molecular, del grupo de Neurociencias de Antioquia, la cual es
coordinada por los doctores Carlos Vélez Pardo y Marlene Jiménez del Rio es posible
encontrar una conexion entre las enfermedades neurodegenerativas y el cancer, lo que
permite apreciar que no son tan distantes como se pensaba. Tres de los puntos que muestran
gue tienen conexién y mecanismos en comudn son : 1), el estrés oxidativo (EO), eje central
como mediador de mecanismos moleculares de muerte neuronal en las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson
(EP), efecto que se ve reducido al utilizar antioxidantes a concentraciones bajas (Jimenez-del-
Rio & Vélez-Pardo, 2015; Martinez-Pérez et al., 2018; Ortega-Arellano et al., 2019). Mientras
gue en el cancer, aunque el EO se encuentra regulado, puede verse aumentado con el uso de
las mismas moléculas antioxidantes o derivadas de estas, las cuales a altas concentraciones
se convierten en prooxidantes, promisorios para una terapia anti-cancer en modelos de
leucemia, neuroblastoma y glioma (Bonilla-Porras et al., 2011; Bonilla-Porras et al., 2013; Ruiz-
Moreno et al., 2016; Ruiz-Moreno et al., 2018; Soto-Mercado et al., 2020).

La segunda caracteristica molecular que comparten las dos entidades clinicas es la alteracion
de genes y vias de sefializacion que coinciden con mecanismos moleculares de muerte celular
similares, como la mutacion en el gen del sensor de estrés oxidativo DJ-1 y del protooncogén
Abelson (c-Abl), importante por su fusion con el BCR en la leucemia mieloide crénica (LMC).
Asimismo, la quinasa Abl se ha relacionado con la EP y EA, siendo activada por el estrés
oxidativo, involucrada en marcadores neuropatoldgicos relacionados con estas enfermedades:
la hiperfosforilacién de la proteina Tau en el caso de EA (Alvarez et al., 2004; Schlatterer et al.,
2011) y la fosforilacién de CDKS5, a-sinucleina y parkina en el caso de EP (Zhou et al., 2017),
por lo tanto, se ha propuesto como blanco terapéutico tanto en cancer como en

neurodegenerativas.

La afectacion de la quinasa c-Abl y desregulacion de la fosforilacibn es un fenémeno
compartido por las dos enfermedades (cancer y neurodegenerativas), nos lleva a la ultima

caracteristica en comun: La posibilidad de emplear las mismas moléculas en el tratamiento de
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las dos entidades, o del re-uso de medicamentos utilizados en cada trastorno, estos farmacos
pueden trasladarse como terapia alternativa entre las dos patologias. En este contexto, un
ejemplo son los inhibidores del complejo gamma secretasa, que han sido utilizados para la EA,
y que se han reposicionado con éxito en modelos in vitro e in vivo para el tratamiento de
leucemia linfoblastica aguda (Okuhashi et al., 2010; Takam Kamga et al., 2019; Habets et al.,
2019). Otro ejemplo interesante, es el uso de inhibidores tirosina quinasa, especificamente de
c-Abl como el nilotinib, que se usa para el tratamiento de leucemia mieloide crénica, y que se
ga re-utilizado como neuro protector en modelos de EP y EA (Lonskaya et al., 2014; Lindholm
et al., 2016; Fowler et al., 2019)



RESUMEN

La leucemia mieloide crénica (LMC) es un desorden mieloproliferativo caracterizado por la
presencia del cromosoma filadelfia (Ph+) en el 90% de los casos diagnosticados. La leucemia
constituye actualmente el 8,5% de mortalidad en Latinoamérica y el caribe para ambos sexos,
principalmente en poblacion adulta; por otro lado, LMC corresponde a un 20% de los casos de
leucemia en el mundo. ElI cromosoma filadelfia se presenta por la translocacién reciproca entre
el cromosoma 9 y el 22, conllevando a la expresion de una proteina de fusion BCR-ABL, que
presenta funcién tirosina quinasa de forma constitutiva, que ocasiona la fosforilacion de
multiples blancos celulares relacionados a tumorigenesis y progresion tumoral, afectando vias
de supervivencia y proliferacion celular, por lo que ha sido considerada un importante blanco
terapéutico para el tratamiento de la LMC. Las tasas de respuesta a las diferentes
aproximaciones terapéuticas disponibles actualmente (quimioterapia, radioterapia, trasplante de
células madre) se han visto reducidas, entre un 15-20% de los pacientes presenta resistencia o
intolerancia a este tipo de tratamientos, en especial para los tipos mas agresivos o resistentes
de LMC.

Son variadas las caracteristicas que poseen las células cancerosas que les permiten mantener
el fenotipo maligno, un ejemplo es la evasion de los mecanismos de muerte celular regulada
(apoptosis) por diferentes estimulos que pueden inducir apoptosis en las células cancerosas,
como cambios en el metabolismo redox; por esto, la regulacion del estrés oxidativo (EO) surge
COmMoO un mecanismo interesante para el tratamiento de la LMC. El EO es el desbalance entre la
alta produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) provenientes del metabolismo celular
y los mecanismos moleculares antioxidantes disefiados para degradar los EROs. Este
fenébmeno permitiria que mediante del uso de moléculas prooxidantes capaces de aumentar las
EROs, se estimulen las vias de sefializacibn encaminadas a la induccion de apoptosis,

conduciendo a la muerte de las células cancerosas.

El desarrollo de nuevos medicamentos contra el cancer como alternativas terapéuticas que
subsanen la resistencia e intolerancia a los tratamientos convencionales requiere de una gran
inversion de tiempo y presenta altos costos para la industria, en la cual solo 1 de cada 250
moléculas probadas es capaz de llegar a ensayos clinicos. El reposicionamiento se define
como el proceso de encontrar nuevos usos fuera de la indicacién médica original para farmacos
existentes; esta estrategia se presenta como una excelente herramienta para ahorrar tiempo y
abaratar costos. Por otro lado, el TPGS (D- a-tocoferol polietilenglicol 1000 succinato) es una

molécula anfipatica, derivada de la vitamina E, que ha sido ampliamente estudiada y utilizada
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para el nanoencapsulamiento de principios activos, aumentando su biodisponibilidad y
mejorando la solubilidad de algunos compuestos lipofilicos, esta molécula ha mostrado en la

Ultima década potencial antitumoral.

A partir de esto, surge la pregunta ¢Podria el TPGS inducir apoptosis en células K562 y ser
utilizado como una alternativa terapéuticas para la leucemia mieloide crénica? Se propone
entonces evaluar la capacidad del TPGS en la induccién de apoptosis en un modelo in vitro de
leucemia mieloide crénica, como potencial agente terapéutico en el tratamiento de la LMC,
utiizando marcadores de muerte celular a través de citometria de flujo, microscopia de
fluorescencia y western blot. En este trabajo de investigacion demostramos que el compuesto
TPGS es capaz de eliminar las células leucémicas del modelo K562, empleado como modelo
celular tumoral de las células de LMC. TPGS disminuy6 el potencial de membrana mitocondrial
de las células K562, comprometiendo la integridad de su membrana plasmatica, indujo
fragmentacion del ADN de estas células, que se han reportado previamente como indicativos
de muerte celular por apoptosis. Adicionalmente, en este trabajo se muestra que TPGS es
capaz de inducir EROs (H,0,) y oxidacién de proteinas como DJ-1, cascada abajo se presenta
la activacion de factores de transcripcién (c-JUN), proteinas pro-apoptéticas (PUMA) vy la
presencia de la forma activa de moléculas ejecutoras como CASPASA-3. Estos resultados
sugieren que TPGS es una molécula promisoria para el tratamiento de LMC en pacientes que

presentan resistencia o intolerancia a los inhibidores de tirosin quinasa (ITQ).

Palabras claves: Leucemia, Leucemia mieloide crénica, TPGS, K562, reposicionamiento,

apoptosis, estrés oxidativo.
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ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disorder characterized by the presence
of the Philadelphia chromosome (Ph+) in 90% of diagnosed cases. Leukemia currently
constitutes 8.5% of mortality in Latin America and the Caribbean for both sexes, mainly in the
adult population; On the other hand, CML corresponds to 20% of leukemia cases worldwide.
The Philadelphia chromosome is formed by the reciprocal translocation between chromosome 9
and 22, leading to the expression of a BCR-ABL fusion protein, which has constitutive tyrosine
kinase function, which leads to phosphorylation of multiple cell targets related to tumorigenesis
and tumor progression, affecting pathways of cell survival and proliferation, which is why it has
been considered an important main therapeutic target for CML treatment. The response rates to
the different therapeutic approaches currently available (chemotherapy, radiotherapy, stem cell
transplantation) are diminished, between 15-20% of patients have resistance or intolerance to

this type of treatment, especially for the most aggressive or resistant types of CML.

The characteristics of cancer cells that allow them to maintain the malignant phenotype are
varied. Evasion of the mechanisms of regulated cell death (apoptosis) by different stimuli that
can induce apoptosis in cancer cells like changes in redox metabolism, the regulation of
oxidative stress (OS) arises as an interesting mechanism for the treatment of CML. OS is the
imbalance between the high production of reactive oxygen species (ROS) from cellular
metabolism and the antioxidant molecular mechanisms designed to degrade ROS. This
phenomenon would allow signaling pathways to induce apoptosis to be stimulated through the

use of pro-oxidant molecules capable of increasing ROS, leading to the death of cancer cells.

The development of new anticancer drugs as therapeutic alternatives that rectify resistance and
intolerance to conventional treatments requires a great investment of time and presents high
costs for the industry, in which only 1 in 250 tested molecules is capable of reaching to clinical
trials. Repositioning the process of finding new uses outside the original medical indication for

existing drugs, this strategy is presented as an excellent tool to save time and reduce costs.

TPGS (D- a-tocopherol polyethylene glycol 1000 succinate) is an amphipathic molecule, derived
from vitamin E, that has been extensively studied and used for nanoencapsulation of active
ingredients, increasing its bioavailability and improving the solubility of some lipophilic
compounds, this compound evidence an anti-tumoral activity in the last decade. Hence, we are
asking: Could TPGS induce apoptosis in K562 cells and be used as a therapeutic alternative for
chronic myeloid leukemia? The aim of this research is to evaluate the ability of TPGS in the

induction of apoptosis as the potential therapeutic agent in the treatment of CML through a
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model in vitro of chronic myeloid leukemia , also using cell death markers through flow
cytometry, fluorescence microscopy and western blot. Interestingly, in this research work we
demonstrate that the TPGS compound is capable of eliminating leukemic cells from model
K562, used as a tumor cell model of CML cells. TPGS decreased the mitochondrial membrane
potential of K562 cells, compromising the integrity of their plasma membrane, induced DNA
fragmentation of these cells, which have been previously reported as indicative of cell death by
apoptosis. Additionally, in this work it is shown that TPGS is capable of inducing ROS (H,0,)
and oxidation of proteins like DJ-1, the activation of transcription factors (c-JUN), pro- apoptotic
(PUMA) and the presence of the active form of executing molecules such as caspase 3. These
results suggest that TPGS is a promising molecule for the treatment of CML in patients who

present resistance or intolerance to tyrosine kinase inhibitors (TKI).

Keywords: Leukemia, Chronic myeloid leukemia, TPGS, K562, repositioning of drugs,

apoptosis, oxidative stress.
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CAPITULO 1: LEUCEMIA

1.1 Definicion

Es bien conocido que las células sanguineas derivan de células progenitoras pluripotentes con
la capacidad de renovarse constantemente y diferenciarse a linajes especificos (Groarke &
Young, 2019). Esta capacidad es una funcion fisiolégicamente importante para el recambio de
las células del tejido sanguineo: eritrocitos, linfocitos y células mieloides como el neutrdfilo,
basofilo y eosindfilo y se conoce como hematopoyesis. Cuando se genera una desregulacion
de la proliferacion celular en estas células progenitoras, producto de la acumulacion de
diferentes mutaciones que afectan los mecanismos de control celular, puede aparecer las

neoplasias hematopoyéticas, como la leucemia (Jan et al., 2017).

La leucemia es un tipo de desorden proliferativo que se origina en el tejido hematopoyético,
comprende un grupo de enfermedades malignas, en las que se induce la proliferacion
descontrolada de progenitores en la médula 6sea y la sangre (Zhang et al., 2012). El origen de
la leucemia ha sido atribuido a diferentes causas incluyendo translocaciones cromosomicas y
mutaciones en las células madre hematopoyéticas de linaje mieloide o linfoide (National
Institute of Cancer, 2014; Qureshi & Hall, 2013) Posterior a la generacion de las células
anormales, estas se distribuyen a través del sistema circulatorio, proliferando e infiltrando
tejidos como el higado, bazo y nédulos linfaticos (Qureshi & Hall, 2013). Dependiendo de su
malignidad, las células leucémicas pueden migrar a otros tejidos, como el cerebro, los huesos,
entre otros, empeorando el prondstico y dificultando el tratamiento de los pacientes (Deng &
Zhang, 2010).

1.2. Clasificacion de la leucemia

Las leucemias se han clasificado de acuerdo con el linaje celular afectado y el tiempo de su
evolucién. De acuerdo con el linaje hematopoyético, las leucemias son clasificadas como
linfoides o mieloides. Basado en su tiempo de evolucion, son clasificadas como aguda, cuando
se desarrolla en meses y cronica cuando evoluciona durante varios afios. Se han identificado
alteraciones genéticas caracteristicas de diferentes tipos de leucemia (Arber et al. 2016, Bain,

2017), algunas de las cuales se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Anormalidades cromosémicas mas importantes asociadas a diferentes tipos de leucemia segin la OMS
(Organizaciéon Mundial de la Salud) (Construida a partir de Arber et al. 2016, Bain, 2017)

Clasificacion OMS

Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

Leucemia Mieloide Cronica (LMC

Leucemia Neutrofilica Crénica (LNC)

Leucemia eosinofilica Crénica (LEC)

Leucemia Mielomonocitica Crénica (LMMC)

Leucemia Mieloide Cronica Atipica (LMCA)

Leucemia Mielomonocitica Juvenil (LMMJ)

Leucemia Linfoblastica de Células B (LL-B)

Leucemia Linfoblastica de Células T (LL-T)

Anormalidades genéticas asociadas
RUNX1-RUNXIT1 [t (8;21) (q22; q22)]
CBFB-MYH11 [t (16;16) (p13.1; ¢22)]; inv. (16)
(p13.1922)
PML-RARA [t (15;17) (q22; q12)]
KMT2A-MLLT3 [t (9; 11) (p22; q23)]
BCR-ABLL1 t (9:22) (q34:;11.2)
Mutaciones en CSF3R en el 90% de los casos
No se ha identificado una anormalidad genética
especifica asociada
No se ha identificado una anormalidad genética
especifica asociada
Anormalidades cromos6micas +8 en méas del 80% de
los casos, comUn mutaciones en PTPN11 en el 35% de
los casos.
NRAS y KRAS; NFL1; CBL
Arreglos clonales en genes IGH; rearreglos en TCR
BCR-ABL 1 [t (9:22) (q34;11.2)]
Rearreglos en KMT2A [t v; 11g23)]
ETV6-RUNX1 [t (12;21) (p13; q22)]
Hiperdiploidias (Cromosmas 4, 14, 21 y X son los mas
comunes) e hipodiploidias.
IL3-IGH [t (5;14) (931; q32)]
TCF3-PBX1 [t (1;19) (23; p 13.3)].
Rearreglos de TCR y de genes IGH

Las leucemias con mayor incidencia son: leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide

aguda (LMA) Y leucemia mieloide crénica (LMC) (Swerdlow et al., 2017), lo que las posiciona

como enfermedades hematoldgicas de gran importancia en salud publica en el mundo,

convirtiéndose en uno de los focos de desarrollo diagnéstico y terapéutico

1.3. Caracteristicas bioldgicas de las células leucémicas.

La hematopoyesis en individuos sanos esta organizada jerarquicamente, iniciando con células

multipotentes, y células madre quiescentes que tienen la capacidad de perpetuarse a través de

la autorrenovacion, generando progenie madura a través de la diferenciacion. En pacientes con

leucemia se ha demostrado que las células hematopoyéticas inmaduras surgen de la
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acumulacion de mudltiples cambios genéticos y epigenéticos en las células madre (HSC) y
progenitoras hematopoyéticas transformandolas, paso a paso a través de una serie de eventos
transformadores que da lugar a las células madre preleucémicas (pre-LSC), cuyo origen inicia
con las células de origen de la leucemia (LCO), que precede la formacién de las células madre
(LSC) completamente transformadas en leucémicas (Pandolfi et al., 2013) (Figura 1).

HEALTHY FULLY
HEMATOPOIESIS PRE-LEUKEMIC ¢ ANSFORMED
pre-LSC
HSC LCO LSC/LIC
J 1* mutation J S
Progenitor cells
) & : Leukemic bulk
- 3 ) < (blasts)
&) § ;
v
Mature cells

Figura 1. Transformacion multifacética de células madre leucémicas. Durante una hematopoyesis saludable, HSC dan lugar a
células progenitoras comprometidas con un linaje que posteriormente se diferenciaran a células maduras. La leucemia aparece a
partir de células hematopoyéticas que han adquirido progresivamente modificaciones genéticas y/o epigenéticas, con capacidad de
autorrenovarse (LSC), estas son las células que dan lugar a la enfermedad y permiten su progresion. (Tomado de Pandolfi et al.,
2013)

Las células leucémicas mieloides provienen de progenitores celulares hematopoyéticos o
estadios intermedios de la maduracién de células como monocitos, eritrocitos, megacariocitos,
entre otros tipos celulares. Un factor que se ha asociado a la aparicion de la leucemia mieloide
es la mutacion que origina una transformacion genética distintiva: una translocacion reciproca
entre el cromosoma 9 y el 22, formando un gen de fusién conocido como BCR-ABL (BCR:
breakpoint cluster region protein y ABL: Abelson). Este a su vez produce una proteina anormal
con accion tirosina-quinasa que se expresa de forma constitutiva y aberrante (Gonzalez et al.,
2016).

Dependiendo del sitio de ruptura en el gen BCR, se pueden formar tres tipos de BCR-ABL

(proteina liviana, intermedia y pesada), dando lugar a expresion diferencial del gen y a la
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expansion de células diferenciadas méas especificos (Gonzalez et al., 2016). Este da lugar a un
cromosoma 22 mas corto, conocido como cromosoma filadelfia (Ph), el cual se encuentra en el
95% de los pacientes con leucemia mieloide crénica (Morales et al., 2010), 5% de los nifios y
entre un 15-30 % de los adultos con leucemia linfoide aguda (Faderl et al., 1999a). La
translocacion anade al segmento 3’ del gen ABL ubicado en el cromosoma 9934 a la parte 5’
del gen BCR ubicado en el cromosoma 22q11. El gen ABL codifica para una proteina con
actividad tirosina-quinasa con un peso molecular de 145 kDa. El punto de quiebre en el gen
ABL ocurre generalmente en el extremo 5’ del exdn 2, por lo que la regién del exén 2 hasta el
11 se transloca a la region donde se ubica el BCR entre los exones 12 y 16 (Figura 2A). Estos
transcritos dan lugar a la traduccion de una proteina, generalmente de un peso molecular de
210 kDa; sin embargo, pueden ocurrir cortes alternativos, que dan lugar a tres isoformas de
esta proteina hibrida (p-BCR-ABL de 190, 210 y 230 respectivamente). Estas isoformas de la
proteina conducen a modificaciones en algunas de las caracteristicas de las manifestaciones
clinicas de los pacientes, en la respuesta a los tratamientos y en la prognosis de la enfermedad
en los pacientes, estas variaciones se han asociado al tipo de isoforma que presenten, la
proteina mas pesada (p230) o la proteina mas liviana (p190) (Faderl et al., 1999b) (Figura 2B).

En la proteina hibrida BCR-ABL se conservan los dominios funcionales que corresponden a los
fragmentos de las proteinas que lo conforman; en la parte central de ABL se encuentra la
regién con actividad tirosina quinasa que contiene un sitio de auto fosforilacién y en la BCR
existe una tirosina en la posicion 177; esto conlleva a que la funcion se presente de forma
constitutiva promoviendo la transmision de sefiales mediante la transmision de un grupo fosfato
del ATP que se une con las diferentes proteinas que le sirven de sustrato; entre las diferentes
vias de sefializacion que se encuentran afectadas principalmente la via de MAPK, involucrada
en proliferacion y supervivencia. Se ha evidenciado el rol de los transcritos BCR-ABL como
mediadores centrales en la proliferaciéon mieloide y en la transformacién de células, se ha
mostrado que estos transcriptos causan una independencia de factores y crecimiento de la
poblacion de células leucémicas dentro de las lineas hematopoyéticas normales (Deininger et
al., 2000; Swerdlow et al., 2017)

El segmento N-terminal de la proteina ABL incluye dos dominios de homologia tipo SRC (SH2 y
SH3) que regulan la funcién tirosina quinasa, un dominio catalitico y una secuencia que puede
sufrir miristoilacion que conecta la proteina ABL con la membrana plasmética. Las variaciones
en los dominios reguladores, como SH2 puede disminuir la fosforilacion y, por lo tanto, la

capacidad funcional de la proteina; por otro lado, el dominio SH3 funciona como un regulador
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negativo de la funcion quinasa, por lo que se ha reportado que las mutaciones de este dominio
promueven la transformacion de ABL. El extremo C-terminal de ABL contiene un dominio de
unién al DNA, sefales de localizacién nuclear y un sitio de unién a actina; esto muestra que
ABL es capaz de activar genes cascada abajo de su activacion. Entre las funciones de ABL se
encuentra la polimerizacibn de la actina, la activacion de la transcripcion, funciones
proapoptéticas a través de la via que involucra a Hippo, activacion de la proteina Parkina,

mostrando una gran variedad de sustratos (Wang J.Y., 2014)
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Figura 2. Esquema del cromosoma filadelfia. (A) Representacion gréafica de la translocacion reciproca entre el cromosoma 9y el
22, dando lugar al cromosoma filadelfia. (B) Representacion esquematica de las diferentes formas RNA mensajero y las diferentes
isoformas de la proteina de fusion BCR-ABL: p190, p210 y p230. Tomada de Faderl et al., 1999b

En la proteina de fusion, el dominio N-terminal posee un motivo que le permite a BCR aumentar
su actividad tirosina-quinasa y permite la union a actina de ABL. Ademas, el dominio serina-
treonina quinasa de BCR activa vias de sefializacion mediadas por ABL y el transcripto p210.
Por otro parte, el N terminal fusionado de BCR afiade una larga cadena de aminoacidos al
segmento SH2 de ABL, favoreciendo su actividad quinasa, por un lado, por otra parte, BCR
interfiere con el dominio regulador SH3 de ABL, lo que hace que la proteina se encuentre

constitutivamente activa. Se ha descrito que existe una interaccion entre p210 y la proteina
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RAS, involucrada en proliferacion y diferenciacion celular, con un papel central en la

sefalizacién que se da durante la patogénesis de la leucemia mieloide cronica (Deininger et al.,
2000)

La proteina BCR-ABL se localiza en el citoplasma, unida a la F actina, microfilamentos o
estructuras similares a vesiculas. En cuanto a los sustratos que activa BCR-ABL, pueden ser
las proteinas RAS y las relacionadas con su traduccion, forma complejos con Crkl, las
proteinas adaptadoras SH2/SH3, se une a Jak/Stat especificamente a Stat 5 y previene la
apoptosis (Ren, 2005). Por otra parte, BCR-ABL puede inducir alteraciones en la adhesion
celular, se une a la via PI3K/AKt y activa la c-JUN. La capacidad transformadora de BCR-ABL
posiblemente es mediada por via Ras (Laurent et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de las proteina BCR-ABL y sus funciones. Modificada a partir de Ren (2005).

Otras caracteristicas moleculares de las células cancerosas son: evasion del sistema inmune,
replicacion sostenida, descontrolada e inmortal, promocion de la inflamacién, induccién de
angiogénesis, metastasis, inestabilidad gendmica, invasion y metastasis y la resistencia a
mecanismos de muerte celular regulada, entre ellos, a la apoptosis (Hanahan & Weinberg,

2011). La resistencia a la muerte celular implica varios mecanismos como modificar el balance
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entre moléculas pro-apoptéticas y anti-apoptéticas, aumentando la expresion de estas ultimas.
Especificamente, se incrementan proteinas inhibidoras de la apoptosis como proteinas de
supervivencia (BCL-2 y otros miembros de esta familia), y la inhibicion de genes supresores de
tumor, como TP53. Adicionalmente, se producen dafios en la sefializacion de receptores de

muerte y reduccion de la funcion de las caspasas (Wong, 2011).

Los mecanismos de evasion y resistencia de las células cancerosas se considera un importante
blanco terapéutico para los diferentes tipos de leucemia, en este capitulo resaltamos la
relevancia de la alteracion molecular mas importante en la leucemia mieloide crénica, el
cromosoma filadelfia (Ph+) de gran interés para el desarrollo de este trabajo, sobre todo por su
rol en supervivencia celular; demostrando que a pesar de la importancia de las alteraciones
moleculares en cancer anteriormente mencionadas, la estrategia antitumoral induciendo muerte

celular por apoptosis es un blanco de investigacion para el desarrollo de terapias alternativas.

20



CAPITULO 2: LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

La leucemia mieloide se caracteriza por la proliferaciébn de células precursoras del linaje
hematopoyético mieloide temprano afectando la diferenciacion a granulocitos que incluyen
eosindfilos, basdfilos y neutréfilos y otros tipos celulares como monocitos, eritrocitos,
megacariocitos y plaquetas (Figura 4). Esta leucemia afecta principalmente la médula 6sea
(American Heritage Dictionary of the English Language, 2011).
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Figura 4. Diferenciacion del linaje mieloide. Modificada de la referencia Nationa Cancer Institute (NCI), 2008

2.1. Historiade la LMC

La leucemia mieloide crénica fue el primer tipo de leucemia que se reconocié, en el afio 1841,
David Craigie hizo observaciones de un paciente con fiebre, esplenomegalia y leucocitosis,
pasados tres afios, vio un paciente con sintomas similares y esto llevo a su colega, el patélogo
John Hughes Bennett, a realizar una autopsia y describir los descubrimientos para el afio 1845.
Simultdneamente, Rudolph Virchow tuvo una aproximacién con un paciente con sintomatologia
similar, del cual también se realiz6 una autopsia, cuyo reporte fue publicado cinco semanas
después del que realiz6 Bennett. (Deininger, 2008; Goldman, 2010). Virchow presenté la vision
de que la causa de esta enfermedad es una alteracion primaria en la hematopoyesis.
Posteriormente, Ernst Neumann en 1872 reconocid que la leucemia se originaba en la médula
Osea. El siguiente paso importante no ocurrid sino hasta 1960, donde Petter Nowel y David

Hugerford, describen una anormalidad cromosdmica en los pacientes de LMC, un cromosoma
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22 de menor tamafo (Nowell, 2007) (cromosoma acrocéntrico) que inicialmente se penso era

producto de una delecion y se plante6 como causal de la enfermedad (Druker, 2008).

El cromosoma Filadelfia (Ph+), fue la primera descripcién de una anormalidad cromosémica
vinculada como causal de la enfermedad en las leucemias, posteriormente, Janet Rowley en
1973, identifica que el cromosoma 22 de menor tamafio es el producto de la translocacion
reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22t (9:22) (q34; q11) (Rowley, 1998).
En 1970, Abelson y Rabstein describen el virus del linfosarcoma, un nuevo virus oncogénico
murino aislado que induce tumores sélidos que no comprometen el timo (Abelson & Rabstein,
1970), posterior a este descubrimiento se describi6 el gen transformante v-ABL (Abelson
murine leukemia virus) y la clonacién de su homologo celular normal c-ABL (Heisterkamp et al.,
1982; Heisterkamp & Groffen, 2002; Hunter, 2007).

A continuacion, se identifico que c-ABL normalmente reside en el cromosoma 9, se transloca al
cromosoma 22 en los pacientes de LMC y que los puntos de corte en el cromosoma 22 se
encuentran en cluster en una region relativamente pequefia denominada breakpoint claster
region o BCR (Heisterkamp & Groffen, 2002). Finalmente, se descubrié que el mRNA de ABL
es mas largo en los pacientes de LMC, permitiendo la descripcién de la proteina BCR-ABL
producto de la translocacion y fusién de los genes (Druker, 2009; Heisterkamp & Groffen, 2002;
Hunter, 2007).

2.2. Definicion

La leucemia mieloide crénica se define como un trastorno hematolégico maligno
mieloproliferativo, que forma parte de los desérdenes de las células madre hematopoyéticas de
caracter clonal, caracterizados por la proliferacién excesiva de granulocitos inmaduros de uno o

mas linajes mieloides.

En este tipo de leucemia, las células que circulan son estadios intermedios de la maduracién o
blastos de las células mieloides, que se pueden observar en sangre periférica y otros tejidos,
incluyendo érganos como el bazo. En la presentacion clinica de la forma crénica de la
enfermedad se presentan diferentes grados de diferenciacion, lo que la distingue de los tipos
agudo. Las leucemias crénicas presentan caracteristicas donde la progresion de la enfermedad
es mas lenta y en algunos casos asintomatica; sin embargo, esto puede cambiar rapidamente a
la version aguda de la enfermedad, dificultando su adecuado tratamiento (American Cancer

Society, s.f.). La LMC se clasifica en subtipos, dependiendo del progenitor celular que se
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encuentre afectado como Leucemia crénica granulocitica, leucemia neutrofilica croénica,

leucemia mielomonocitica cronica, y leucemia mieloide cronica atipica (Shepherd et al., 1987).

La leucemia mieloide cronica se origina en el progenitor mieloide comun, donde surge la
translocacion t (9:22) (q34; gql1), resultando en la fusion génica BCR-ABL, que codifica para
una proteina quinasa constitutivamente activa. Sin embargo, se desconocen los mecanismos
que inducen la translocacion. La fusiébn de BCR-ABL es esencial para el inicio, mantenimiento y
progresion de la LMC y la trasformacion de la fase cronica a la fase blastica, requiere de
anormalidades genéticas y epigenéticas adicionales (Ren, 2005). La inestabilidad genética
consecuencia de la translocacion BCR-ABL puede ser responsable de las aberraciones

cromosémicas o mutaciones adicionales, observadas en la crisis blastica.

La LMC presenta tres fases, segun la progresién de la enfermedad, el reconocimiento de esta
progresion es importante para el tratamiento y prondéstico, sin embargo, las caracteristicas
morfoldgicas entre las fases no siempre son claras, por lo que los pardmetros para definirlas
suelen variar entre los investigadores (Swerdlow et al., 2017). Algunas de las caracteristicas se
describen a continuaciéon: fase crénica, un periodo poco activo inicial que puede durar de
meses a afos, donde se muestran varios estadios de maduracion de células mieloides. La fase
acelerada, es bastante heterogénea entre los pacientes, donde se presenta fracaso
terapéutico, empeoramiento de la anemia, evolucion clonal (Spivak, 2017, Swerdlow et al.,
2017). Finalmente, la fase blastica, donde se da acumulacibn de blastos en sitios
extramedulares (p. e€j., el hueso, SNC, los ganglios linfaticos, la piel), induciendo
complicaciones fulminantes que se asemejan a las de la leucemia aguda, como sepsis y

hemorragia (Spivak, 2017)

2.3 Importancia del estudio de la LMC

En la actualidad, LMC es el modelo molecular de leucemia mejor estudiado que ha aportado
innumerables contribuciones a la biologia celular molecular y a las alteraciones genéticas de
las células cancerosas leucémicas. De hecho, La leucemia mieloide crénica fue la primera
enfermedad maligna asociada con una lesion genética y constituye la primera forma de

leucemia definida como una entidad distintiva.

La leucemia se encuentra entre los diez tipos de cancer con mayor mortalidad en Colombia y el

mundo (Bray et al., 2018; INC, 2017). De acuerdo a los estudios genéticos y epidemioldgicos
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descritos previamente, las neoplasias del sistema hematopoyético, principalmente la LMC,
fueron pioneras en la incorporacion de herramientas genéticas que contribuyeron a los
algoritmos diagnésticos de la medicina (Swerdlow et al.,, 2017); esto Ultimo le da gran
relevancia a los estudios que siguen imponiéndose como logro en la integracién de aspectos
morfologicos, clinicos y genéticos para la clasificacién y diagndstico, que a su vez ha sido
utilizada como guia para el tratamiento (Goldman, 2003; Goldman & Melo, 2003). No obstante,
se presentan entre un 20-30% de pacientes refractarios o resistentes al tratamiento
convencional; esto puede deberse a que aln se desconocen aspectos importantes de la
fisiopatologia y etiologia de la enfermedad, la variabilidad de repuesta entre los pacientes u
otros aspectos genéticos mas particulares inherentes a cada individuo (Hernandez, 2001);
ademas, la necesidad de desarrollo de nuevas terapias que den oportunidades de tratamiento a
los pacientes intolerantes o que desarrollan resistencia por la presion selectiva del tratamiento
convencional con inhibidores de tirosinquinasa (ITQ), cada vez se hace mas imperiosa, lo que
lleva a los investigadores a enfocarse en el desarrollo de estas estrategias terapéuticas,
buscando moléculas promisorias para el tratamiento, posicionando este campo de investigacion
en la actualidad como uno de los mas activos y con mas desarrollos y desafios de la

actualidad.

Todo lo anterior, sumado a los aspectos epidemiolégicos (incidencia y mortalidad) resaltan la
importancia del estudio de los mecanismos de sefializacién de desarrollo de la enfermedad y la

busqueda de posibles alternativas terapéuticas.

2.4. Epidemiologia de la LMC en el Mundo y en Colombia

Segun el registro poblacional de datos de cancer mundial, GLOBOCAN para el afio 2018, la
estimacion de cifras de incidencia y mortalidad en leucemia para ambos sexos y en todos los
grupos de edad fue de 2,5% y 2,3%, respectivamente (Castafieda-Rodriguez, 2016; INC,
2017). Este padecimiento afecta predominantemente hombres, y se espera que, con aumento
de la esperanza de vida en las distintas regiones del mundo, se observe un incremento de la

incidencia de la enfermedad (Leyto-Cruz, 2018).

La incidencia de la LMC en el mundo es de 1.9 casos por cada cien mil personas para ambos
sexos por afio en paises occidentales, esta incidencia incrementa con la edad, con una media
de diagnostico de 65 afios. La mortalidad es de 0.3 por cada cien mil habitantes para ambos

sexos, por afio (SEER, 2017). No se reportan variaciones significativas respecto a la etnia o la
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ubicacién geogréfica de los individuos, no obstante, se ha reportado que hay aparicion de la
enfermedad a edades mas tempranas en areas de estrato socioecondémico bajo (Swerdlow et
al., 2017). Afecta principalmente a los hombres, entre los 45 y 70 afios, siendo mas frecuente

en caucasicos y no hispanicos (Swerdlow et al., 2017).

En los Estados Unidos, alrededor de 1 de cada 526 personas padecerd LMC en su vida, es
decir, alrededor del 15% de todos los nuevos casos de leucemia son leucemia mieloide cronica.
Este tipo de leucemia afecta principalmente a los adultos, raramente se observa en los nifios.
De acuerdo a la sociedad americana contra el cancer para el afio 2020, proyectan que
aproximadamente 8,450 nuevos casos de LMC (4,970 hombres y 3,480 mujeres) seran
diagnosticados y alrededor de 1,130 personas morirdn a causa de LMC (670 hombres y 460
mujeres). Estas cifras tienden al aumento, ya que se ha mejorado la expectativa de vida de las

personas con el paso del tiempo (American Cancer Society, 2018)

La prevalencia de LMC ha aumentado en el mundo por el uso de inhibidores tirosina quinasa.
El porcentaje de sobrevida a 5 afios del diagnéstico es del aproximadamente 70,4%%, segun
datos del 2007-2013 (SEER, 2017).

En Colombia, para el afio 2012, las leucemias se ubicaron en el quinto lugar de los tipos de
cancer, con tasas de incidencia y mortalidad ajustadas por edad de 5,8 y 4,1 por cada cien mil
habitantes respectivamente; las neoplasias malignas son la tercera causa de muerte en
hombres, y la segunda en mujeres, posicionando a la leucemia entre los primeros diez tipos de
neoplasia mas frecuente para ambos sexos, afectando principalmente personas entre los 15y
los 45 afios (Colombia & Salud, 2014; Castafieda-Rodriguez, 2016; INC, 2017). En el 2013 se
presentaron en Colombia 21 nuevos casos de LMC que representan el 7.3% del total de
nuevos casos de cancer hematologico y el 0.3% del total de canceres en el pais (Colombia &
Salud, 2014). Interesantemente, en estudios moleculares de una poblacion de pacientes de

BCR-ABL
0

Antioquia, Colombia, el 93.6% presentaban el transcripto p21 , siendo la fusién genética

b2a2 la mas frecuente (Aya et al., 2014).

2.5. Etiologiay fisiopatologia de la LMC

Las causas directas que inducen al desarrollo de la LMC se desconocen, sin embargo, se han
asociado varios factores de riesgo exégenos y enddgenos con la enfermedad, las mutaciones

heredadas o predisposiciones congénitas podrian generar la perturbacién genética necesaria
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para el desarrollo de esta neoplasia mieloproliferativa, no obstante, actualmente se desconoce
la proporcion exacta de casos que se pueden atribuir a predisposicion genética (Shallis et al.,
2020

Sin embargo, es més probable que la mayoria de los pacientes que desarrollan LMC sea por la
adquisicion esporadica de mutaciones, y no debido a heredar alguna anormalidad genética o
cromosomal, en el caso del cromosoma filadelfia (Ph+) se tiene informacién limitada de
factores de riesgos que pueden llevar a su formacién, ademas de ser del género masculino y el
envejecimiento. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), se ha evidenciado que la
exposicion aguda a radiacion podria estar implicada en el aumento de la incidencia de LMC
(Swerdlow et al., 2017); ). debido al incremento de casos de LMC en Japén, posterior a la
bomba atémica de Hiroshima y Nagasaki (Hehimann et al., 2007). También se ha descrito que
algunas enfermedades autoinmunes que tienen un fuerte componente inflamatorio, como la
polimialgia reuméatica son factores de riesgo para el desarrollo de LMC (Boddu & Zeidan, 2019;
Shallis et al., 2020), no obstante, las terapias inmunosupresoras convencionales que se ofrecen
a los pacientes podrian, de manera inadvertida, modular la supervivencia de las células de la
médula 6sea y permitir el desarrollo y expansién clonal de deso6rdenes mieloproliferativos
presentes anteriormente, y de esta forma permitir el establecimiento de la enfermedad (Shallis
et al., 2018).

El consumo de tabaco de forma activa y alta (mayor o igual a 20 cigarrillos al dia) se ha
reportado como un alto riesgo asociado al desarrollo de LMC. Algunos estudios han mostrado
evidencia, aunque de forma limitada, de que las personas que dejan de consumir tabaco tienen
una disminucion del riesgo de desarrollo de LMC conforme aumenta el tiempo sin fumar
(Musselman et al., 2013)

En general, la presentacion clinica de la leucemia mieloide crénica presenta unos criterios
basicos, tiene una gran variabilidad de paciente a paciente, lo cual depende de las
caracteristicas biolégicas y genéticas de las células cancerosas y también de las
particularidades farmacocinéticas y farmacodinamicas de respuesta que tenga cada paciente a
los tratamientos. Esta es una caracteristica que se presenta en la mayoria de canceres y se
considera uno de los mayores desafios para la implementacion de nuevos blancos terapéuticos

y tratamientos alternativos (Shallis et al., 2020).

La presencia del Ph+ es capaz de evidenciarse a través de técnicas de citogenética, realizando

el cariotipo del paciente y por técnicas con mayor sensibilidad y resolucidon como la hibridacion
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in situ. A partir de esta alteracion, y de acuerdo con la evolucion y el desarrollo dé la progresion
de la enfermedad, el primer evento que se puede observar es el aumento de células
indiferenciadas (blastos) en la médula 6sea y la visualizacion de células intermedias en los
procesos de diferenciacion, estos hallazgos hematoldgicos caracterizan la fase crénica de la
enfermedad que en la mayoria de los casos es asintomética (Figura 5). Es en esta fase donde
se-realizan la mayoria de los diagnésticos, ya que se pueden detectar las primeras alteraciones
en un examen de sangre de rutina, que de acuerdo a sus resultados puede conducir a un
procedimiento mas especifico como el aspirado de médula. Con estos procedimientos se
pueden evidenciar fallas en los mecanismos que regulan y controlan la liberacion de las células
inmaduras, lo que permite que circulen células que no han terminado el proceso de madurez ni

diferenciacién celular (Swerdlow et al., 2017).

Después de esta fase se ha identificado, la existencia de un estadio intermedio conocida como
fase acelerada, que no se presenta en todos los pacientes. De hecho, existe una gran
controversia respecto a las caracteristicas clinicas y citogenéticas de esta fase ya que la
enfermedad se considera bifasica por diversos autores (Houshmand et al., 2019). A pesar de

esto, la OMS la incluye como una posible fase de presentacion intermedia (Figura 5).

Posteriormente, las células inmaduras o leucémicas pueden adquirir nuevas mutaciones,
aumentando su adaptacion, proliferacion y resistencia, desplazan las células normales del
nicho hematopoyético, hasta que en estadios avanzados de la enfermedad se puede observar
células altamente indiferenciadas circulando en el torrente sanguineo. Estas células leucémicas
tienen gran capacidad invasiva, se les ha reportado tropismo hacia zonas como los ganglios
linfaticos, el higado y el bazo, que son los primeros 6rganos que se afectan, ademas de la
médula Osea; esta fase es conocida como fase de blastos, y en su presentacién clinica es

similar a las leucemias agudas (Figura 5).

AN

Figura 5. Fases de la LMC y sus hallazgos en muestras de sangre periférica y médula 6sea evaluadas por microscopia. En
la fase cronica: en el (A) extendido de sangre periférica se observa leucocitosis y células neutrofilicas en varios estadios de
maduracion y en la (B). biopsia de médula 6sea se muestra hipercelularidad debido a la proliferacién granulocitica; también se
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observan (C) megacariocitos méas pequefios que los normales, caracteristicos de LMC y en un (D). extendido de médula dsea en
donde se evidencia neutrdéfilos maduros, aumento de basofilos y megacariocitos “enanos”. En la fase acelerada: en el (E) extendido
de sangre periférica se observan blastos ocasionales, y un incremento de blastos CD34+ (marcaje azul). En (F) se observa una
biopsia de médula 6sea. En la Fase blastica: en el (G) extendido de sangre periférica, la mayoria de las células blancas presentes
son blastos; en (H y |) se observa biopsias de médula 6sea con gran cantidad de blastos y en el (J) muestra que los blastos
provienen del linaje mieloide con un marcaje de mieloperoxidasa (MOP). Modificada de Swerdlow et al., 2017

2.6 Diagnostico de la LMC

El diagnostico de la LMC en el 85% de los casos se realiza durante la fase cronica de la
enfermedad, y alrededor del 50% de estos tienen diagnostico accidental (Moreno, 2009). Al
realizarle el examen fisico a los pacientes, en el 50% puede encontrarse el tamafio del bazo
aumentado, también conocido como esplenomegalia. Al solicitar un andlisis de sangre, se
evidencia una leucocitosis; estas son los primeros signos de sospecha de LMC. A continuacion,
un hemato6logo diagnostica la enfermedad a través del andlisis de pruebas como el
hemograma, estudio de médula y analisis bioquimicos, (Asociacién Espafiola de Afectados por
Linfoma, Mieloma y Leucemia, por sus siglas, AEAL, s.f.) Otros sintomas asociados a la
presentacion de la enfermedad incluyen fatiga, malestar, pérdida de peso, sudoracién nocturna
y anemia (Spivak, 2017). Algunos de los indicadores diagndsticos utilizados para cada una de
las fases de LMC se resumen en la Tabla 2.

Uno de los principales desafios que enfrenta hoy el diagnéstico temprano de los pacientes con
la leucemia mieloide crénica es encontrar un ensayo simple, rapido, sensible y especifico que
facilite los tratamientos tempranos en la clinica. El diagnéstico se puede basar en
caracteristicas de los recuentos sanguineos, confirmandose con el uso de FISH (Fluorescence
in situ hybridization, por sus siglas en inglés), cariotipo o transcritos para identificar el
cromosoma filadelfia (Ph+) en muestras de médula 6sea o sangre a través de una reaccion de
la cadena de polimerasa reversa en tiempo real (RT-gPCR) (Geng et al., 2020). No obstante, la
baja sensibilidad cuando se realizan acercamientos por medio de la citogenética, y los costos,
tiempo de deteccidn y probabilidad de falsos positivos en el caso de HFIS y RT-gPCR muestran
gue los métodos diagnésticos requieren de actualizaciéon y desarrollo de nuevas estrategias
mas efectivas y eficientes para mejorar el diagnéstico temprano de la enfermedad, brindando

mayores y mejores oportunidades de tratamiento a los pacientes (Geng et al., 2020).
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Tabla 2. Indicadores diagndsticos para las fases (cronica, acelerada y blastica) de LMC. Constriuda a partir de Swerdlow et
al., 2017

Fase de la Expectativa de Indicadores para el diagndstico
enfermedad vida

- Leucocitosis (12-1000x10%/L, mediana ~80x10°/L).

- Trombocitosis.

- Conteo de blastos <5% en médula 6sea.

- Médula ésea hipercelular, con proliferacion granulocitica marcada
y patron de maduracién similar al observado en sangre, incluido la
expansion de mielocitos.

Crénica 3-5 afios - La proporcién entre precursores eritroides esta significativamente
disminuido, megacariocitos pequefios y con nlcleo hipo-
segmentado.

- Aumento de numero de eosindfilos y basdfilos.

- Esplenomegalia en un 30-40% de las biopsias durante el
diagnéstico

- Persistencia o aumento del conteo de leucocitos (>10x10%/L), -
Persistencia o aumento de la esplenomegalia

- Persistencia de trombocitosis (>1000x10°L) y trombocitopenia
(<100x10°/L).

Todas las caracteristicas anteriores no presentan respuesta a la
terapia, cuando esta se administra durante la progresion de la
enfermedad.

- Conteo de blastos entre 10-19% en sangre periférica y médula
Osea.

- Anormalidades cromosoOmicas clonales adicionales al cromosoma
filadelfia (Ph+).

- Resistencia hematolégica, fallo para alcanzar una respuesta
hematol6gica completa, indicadores moleculares, hematologicos o
moleculares de resistencia y/o ocurrencia de dos 0 mas mutaciones
en el gen BCR-ABL durante la terapia.

- Conteo >20% de blastos en sangre periférica y médula 6sea, la
mayoria de los blastos son mieloides, pero en un 20-30% se
presentan blastos linfoides (generalmente de células B, con menor
frecuencia de células T y células natural killer NK).

- Proliferacién de blastos, principalmente en piel, nédulos linfaticos,
hueso y sistema nervioso central.

- Expresion heterogénea de antigenos de mas de un linaje (CD34,
CD33, CD13, CD14, CD11b, CD11c, KIT (CD117), CD15, CDA41,
CD61 vy glicoforina A y C), también pueden expresar antigenos de
linaje linfoide (CD19, CD10, CD79a, PAX5 y CD20)

- En esta fase se presenta alta resistencia al tratamiento, ademas,
se ha presentado evidencia de que la terapia con ITQ en esta fase
puede generar tipos poco usuales de blastos, empeorando el
prondstico del paciente.

Acelerada 1-2 afios

Blastica Meses

2.7 Tratamientos en la LMC
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El tratamiento para los pacientes que padecen LMC depende de la fase de la enfermedad en la
gue son diagnosticados (crénica, acelerada o blastica), por mucho tiempo el trasplante
alogénico se considerd el Unico tratamiento disponible para tratar y curar la LMC (Mahon,
2017), debido a que los pacientes que habian sido trasplantados se mantenian libres de
anormalidades citogenéticas y hematologicas asociadas a la enfermedad, sin necesidad de
mantener una terapia; posteriormente, se evidencié que la mayoria de los pacientes estaban
aparentemente curados a pesar de no haber erradicado completamente las células leucémicas
(van Rhee et al.,, 1997; Pavlu et al.,, 2011). Para los pacientes que no podian recibir un
trasplante alogénico, se administraba un régimen basado en interferon alfa (IFN-a) y
qguimioterapia paliativa como hidroxiurea (Mahon et al., 1998). Con el descubrimiento y el uso
de los inhibidores de tirosina quinasa (Tyrosine kinase inhibitor, TKI por sus siglas en inglés) se
logré reducir los indices de mortalidad en un 2-3% de la LMC (Swerdlow et al., 2017). De
hecho, el primer inhibidor de la tirosina quinasa (ITQ), el imatinib, aprobado en 2001 en Europa
y Estados Unidos para todas las fases de LMC, cambi6é completamente la expectativa de vida
de los pacientes (Druker et al., 2001) y en la actualidad esta disponible como medicamento

genérico (European Medicines Agency, 2019).

Los ITQ como su nombre lo indica, se encargan de inhibir especificamente proteinas y
receptores que tienen como funcion la modificacion de sustratos mediante la fosforilaciéon. La
transmision del grupo fosfato teniendo como sustrato el ATP y otras proteinas de interés tiene
diferentes funciones y blancos en la célula, una de las vias que estd basada casi
exclusivamente en esta modificacion es la via de las MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase),
en la cual diferentes enzimas que guardan una jerarquia van fosforilandose de forma
consecutiva hasta que se llega a la activacién de factores de transcripcion que pueden activar
genes involucrados en supervivencia, migracion y muerte celular (Faderl et al., 1999b;
Deininger et al., 2000; Alvarez et al., 2007). Este ejemplo resalta la importancia de las proteinas
tirosina quinasa en todo el sistema bioldgico, en la LMC principalmente, como se describié en
el apartado anterior, existe una proteina con accibn quinasa que se encuentra
constitutivamente activa, BCR-ABL, y es esta proteina la que se ha vuelto blanco terapéutico
de los diferentes medicamentos inhibidores que describimos en este apartado. En la Tabla 3 se

destacan algunos de los medicamentos, su blanco y su uso (Miller et al., 2013).
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Tabla 3. Inhibidores de la tirosina quinasa de lera, 2da y 3era generacion utilizados para el tratamiento de LMC. Modificada
de Miller et al., 2013 y Vener et al., 2020.

Inhibidor Nombre Generacién Blanco celular Fase Tipo de
comercial cancer
Imatinib Gleevec Primera ABL, c-KIT, PDGFR CP, AP, LMC Ph’,
mesilato BP TEGI, LLA
Dasatinib Sprycel Segunda SFK, ABL CP, AP LMC, LLA
Nilotinib Tasigna Segunda ABL CP, AP LMC
Bosutinib Bosulif Segunda SFK, ABL CP, AP, LMC
BP.
Ponatinib Iclusing; ARIAD Tercera SRC, ABL, FGFR, CP, AP, LMC, LLA
PDGFR, VEGFR, ABL- BP
T135I

Abreviaciones: ABL: quinasa Abelson; PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas; SFK: Quinasas de la
familia Src; VEGFR: receptor del factor de crecimiento vascular endotelial; LMC Ph*: Leucemia mieloide crénica positiva para
cromosoma Filadelfia; TEGI: Tumor estromal gastrointestinal; LLA: Leucemia linfoblastica aguda; CP: Fase cronica; AP: Fase
acelerada; BP: Fase blastica. ABL-T135I: Mutacién en ABL cambiando una treonina en la posicion 135 por una isoleucina (Miiller et
al., 2013; Vener et al., 2020)

El imatinib es considerado como uno de los farmacos mas relevantes en el tratamiento de la
LMC y de otros tipos de cancer, marcando un precedente en el desarrollo de medicamentos
para la quimioterapia. El imatinib fue desarrollado a finales de la década de los noventa por el
quimico Nicholas B. Lydon, el oncélogo Brian J. Druker y Charles L. Sawyers (Alvarez et al.,
2007), los cuales iniciaron los ensayos clinicos confirmando su eficacia contra la leucemia
mieloide cronica- Su desarrollo es un ejemplo de disefio racional de medicamentos (Alvarez et
al., 2007). Poco después de la identificacion del BCR-ABL como blanco de tratamiento
farmacoldgico, se inicié la busqueda de un inhibidor. Con este objetivo en mente, los quimicos
usaron un método de screening de archivos de compuestos quimicos, que les permitié
identificar la molécula 2-fenilaminopirimidina (Druker & Lydon, 2000). Este fue el compuesto
inicial que fue probado y modificado con la introduccién de los grupos metilo y benzamida que
le proporciond el incremento en su capacidad de adherencia al imatinib, que funciona como un
inhibidor especifico de una cantidad de enzimas tirosina quinasa y que puede ser administrado
de forma oral (Druker & Lydon, 2000). El imatinib es actualmente comercializado por Novartis
bajo el nombre de Gleevec (EE. UU.) o de Glivec (Europa/Australia) o como su sal denominado
mesilato de imatinib (Alvarez et al., 2007). EI medicamento bloquea la proliferacion e induce la

apoptosis de las células de LMC y leucemia linfoblastica aguda que expresan BCR-ABL (Beran
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et al., 1998). Se ha demostrado que el mecanismo de accion del imatinib esta asociado a su
unién a la forma inactiva de la quinasa ABL, inhibiendo de forma competitiva la union del ATP a
la proteina de fusion BCR-ABL (Druker et al., 1996) (Figura 6). Su principal efecto es el bloqueo
de la autofosforilacion de esta proteina, que impide su accion de quinasa y la induccién de la
transduccién de sefiales de proliferacion celular. Sin embargo, también tiene efectos
secundarios que son minimos, como las nduseas, mialgias, edemas y diarrea. En un estudio
realizado con pacientes intolerantes a la terapia con interferén alfa en las etapas tardias
durante la fase crénica con LMC en el 2002, mostré que el 95% de los pacientes que recibieron
imatinib mostraron respuesta y aproximadamente el 89% de los pacientes no progresaron a
fase acelerada o blastica durante los 18 meses posterior al tratamiento (Druker et al., 2001).
Estudios posteriores, mostraron que la respuesta mejora cuando se realiza un tratamiento
continuo del imatinib y un monitoreo de la enfermedad minima residual, mejorando las tasas de

supervivencia de los pacientes (Cervantes et al., 2003; O’Brien et al., 2003; Druker et al., 2006).

A pesar de la eficacia del imatinib en el tratamiento contra la LMC, se ha demostrado que
algunos pacientes presentan resistencia al este farmaco. Esta resistencia, se ha propuesto
puede ser debido a la sobreexpresion de la proteina de fusibn BCR-ABL, a las mutaciones en
el dominio quinasa de esta proteina, a las variaciones genéticas o alteraciones en la expresion
de los genes transportadores de medicamentos. De los mecanismos descritos que confieren
resistencia al imatinib, se ha estudiado muy bien una mutaciéon en el dominio quinasa de la

proteina de fusién (T315l) como uno de los mecanismos mas comunes (Ammar et al. 2020).

Estas observaciones se han confirmado in vivo en una amplia cantidad de pacientes que
muestran una enfermedad residual persistente tras un periodo de cese de terapia con ITQ
(Hughes et al., 2010). Actualmente, se conoce que aproximadamente en un 20%-30% de los
pacientes con LMC no responden a la terapia con imatinib o experimentan una recaida tras
mostrar una respuesta al inicio del tratamiento (Miller et al., 2014). Aproximadamente en el 50%
de los casos que se presenta resistencia al imatinib en la fase crénica, los pacientes adquieren
cambios de aminoéacidos de forma recurrente en BCR-ABL, debido a la presion selectiva por
administracion de la terapia con ITQ (Nicolini et al., 2013). Otro mecanismo que ha demostrado
inducir modificaciones en BCR-ABL, es el estrés oxidativo; ya que las cisteinas presentes en la
oncoproteina son sensibles a la oxidacién y cuando se encuentran en presencia de EROs
pueden darse cambios conformacionales de la estructura tridimensional del dominio quinasa de

la proteina ABL que conducen a la resistencia al tratamiento con imatinib (Zhang et al., 2008)
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En estudios in vitro con células de pacientes se ha podido comprobar que las células madre de
LMC permanecen en estado quiescente viables, convirtiéndose en un reservorio para eventos
oncogénicos adicionales, lo que se puede ocasionar una recaida en la enfermedad después de
la terapia prolongada (Yang & Fu, 2015). Por lo tanto, se hace necesario mas estudios en
modelos in vitro que permitan dilucidar los mecanismos de resistencia a la muerte de las

células leucémicas y que permitan, adicionalmente, identificar nuevas alternativas terapéuticas.
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Figura 6. Mecanismos de accion del imatinib. Fisiologicamente, (A) el ATP se une al bolsillo de la proteina BCR-ABL que le
permite fosforilar residuos selectivos de tirosina del sustrato. (B) El mesilato de imatinib, agente mimético sintético similar al ATP,
encaja en el bolsillo de unién del ATP, sin proveer del grupo fosfato necesario para cumplir su funcién de quinasa de esta forma,
los eventos cascada abajo de la activacion del sustrato son bloqueados. Tomada de Swerdlow et al., 2017

El desarrollo de inhibidores de segunda generacion como el nilotinib, dasatinib y bosutinib
(Vener et al., 2020) obedece a la necesidad que se present6 al evidenciar la respuesta de
pacientes intolerantes o que desarrollaban resistencia al imatinib a través de mutaciones, como
la T3151 (Ammar et al., 2020). El nilotinib se une de manera similar al imatinib, con mejor
reconocimiento de BCR-ABL normal o mutada. El dasatinib se une a BCR-ABL activa. El
bosutinib también inhibe SRC y a la forma activa de ABL (Vener et al., 2020). A continuacion,
se desarrollaron los ITQ de tercera generacion como ponatinib que inhibe la mutacién T315I,
desafortunadamente también inhibe una amplia gama de quinasas y es poco tolerada por los
pacientes (Gray & Fabbro, 2014, Deininger et al., 2016). En Colombia, un estudio demostré que
una alta proporcion de pacientes requieren cambiar a los ITQ de segunda linea nilotinib y
dasatinib (Machado-Alba & Machado-Duque, 2017).
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Los mecanismos moleculares de resistencia en LMC estimulan diferentes vias de sefalizacion,
como PI3BK/AKT/mTOR, RAS/RAF/MAP quinasa, JAK/STAT, Hedgehog, WNT/B (Ahmed & Van
Etten, 2013; Yaghmaie & Yeung, 2019), adicionalmente se ha descrito JNK y NF-kB,
induciendo proliferacion y bloqueando la apoptosis (Al Baghdadi et al., 2012), siendo estas vias

de sefalizacion, posibles blancos terapéuticos en las células resistentes (Bhatia, 2017).

2.8. La Linea celular K562: modelo de estudio en LMC

El primer reporte realizado sobre la obtencién de la linea celular K562, fue por Lozzio & Lozzio
en 1975, quienes describiendo que la linea celular se derivd de células leucémicas aisladas a
finales de 1970 de una efusion pleural de un paciente de sexo femenino de 53 afios que
padecio de una leucemia mieloide cronica desde el afio 1964. La paciente se encontraba bajo
tratamiento, se identific6 en muestras de sangre periférica positividad para el cromosoma
filadelfia (Ph+), lo cual llevé a una intervencion quirdrgica de remocion del bazo. A partir de este
evento, la paciente sufri6 una crisis de blastos, acumulandose las células altamente
indiferenciadas en tumores en diversos tejidos de su cuerpo, provocandole la muerte luego de
una efusién pleural. La agresividad de las células infiltradas sugiri6 una marcada alteracion
genética, comprobada durante estudios citogenéticos realizados por los mismos investigadores
gue describieron la linea celular K562 (Lozzio & Lozzio, 1975). Curiosamente, esta linea celular
K562 no necesit6 de estimulos ni modificaciones para su inmortalizacién, se establecio
directamente a partir del fluido pleural de la paciente, sin periodo de latencia (Lozzio & Lozzio,
1975). Esta fue la primera linea celular estudiada que se describe con presencia del
cromosoma filadelfia, lo que permitid la realizacion de estudios en este modelo in vitro que no
habia sido posible hasta 1980 (Koeffler y Golde, 1980), esto caracteriza la linea como un

modelo ampliamente utilizado y conocido que aln se mantiene vigente

Las K562 son células con morfologia similar a blastos, altamente indiferenciadas, con tamafios
heterogéneos y positivas para el cromosoma filadelfia, con una gran capacidad proliferativa
(tiempo de doblaje poblacional de 18-24 horas aproximadamente) (Figura 7). La capacidad
proliferativa y estabilidad cromosomal de esta linea celular puede variar dependiendo del pase
en el que se encuentren estas células en cultivo. Se ha demostrado que se debe utilizar pases
inferiores al 30 para evitar la variabilidad en el cariotipo, que puede contribuir a que varien las
caracteristicas de la linea celular y los resultados experimentales de un laboratorio a otro

(Lozzio & Lozzio, 1975). Las células K562 crecen en suspension y presentan la fusion BCR-
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ABL, asi como mutaciones en el gen CDKN2A en condicién homocigota y TP53 (ATCC, s.f.).
Estas células expresan proteinas reguladoras del complemento como CD59, CD55 y CD46
asociadas a la membrana, secretan factores solubles y expresan ectoproteasas (Meshkini &
Yazdanparast, 2012).

A

Figura 7. Fotografias de morfologia y crecimiento en diferentes intervalos de tiempo de las células K562. (A). Fotografia
compuesta donde se muestra el crecimiento de las células durante 7 dias de cultivo. (B-D). Células de LMC creciendo en agar
semisélido en un periodo de 15 dias. Se logra apreciar que las células pueden crecer en diferentes tamafios, su morfologia es
similar, con un nicleo grande baséfilo. Modificada de Lozzio & Lozzio (1975).

Respecto a la mutacion que poseen estas células en la proteina TP53, que la mantiene
inactiva, se presenta por una adicion de una citocina en la posicion 136 de la proteina, que
modifica el marco de lectura, conduciendo a la aparicién de un codén de parada prematuro en
la posiciéon 148, dando lugar a una proteina truncada que no es funcional (Law et al., 1993).
Adicionalmente, estas células al ser inmaduras, puede inducirse la diferenciacién a diferentes
tipos celulares dentro del linaje mieloide como eritrocitos, granulocitos y macréfagos, entre
otros (Kang et al., 1996; Nurhayati et al., 2014; Yu et al., 2014;). Todas estas caracteristicas
convierten esta linea celular en un modelo in vitro excelente para el estudio de blancos

terapéuticos para la evaluacién preclinica de moléculas promisorias para la LMC

Las células K562 han permitido el estudio de las vias de sefializacion moduladas por BCR-ABL
y su inhibicién. Por ejemplo, se ha probado que es necesario que BCR-ABL interactie en el
citoplasma para ejercer todas sus funciones leucemogénicas (Dixon et al., 2009), asi como que
el gen MSI2 (Musashi-2) modula la proliferacion y apoptosis en esta linea celular a través de la
activacion de MAPK via ERKMAPK-p38 convirtiéndolo en un blanco terapéutico (Zhang et al.,

2014). En las células K562 se ha caracterizado el efecto de compuestos pro-apoptéticos que
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inducen arresto en ciclo celular G2/M, fragmentacién del ADN, activacion de vias de reparacion
ATM/ATR; asi como se ha reportado un aumento en la expresién de P73 en esta linea celular
gue carece de TP53 funcional y Apaf-1 (Guo et al., 2014; Martinez-Castillo et al., 2016). Otro
de los usos experimentales de esta linea celular son la evaluacién de genes de resistencia a
farmacos, nuevas terapias ante la resistencia y como modelo para la induccién de leucemia en
ratones desnudos (Gao et al., 2006; Zhao et al., 2017). A su vez, el modelo celular K562 se ha
usado para la evaluacion de farmacos antioxidantes, por ejemplo, la administracion resveratrol
0 una manganasa mitocondrial recientemente formulada que contiene superéxido dismutasa en
combinacioén con dasatinib y nilotinib, para evaluar su efecto sobre la producciéon de EROs e
induccion de apoptosis (Damiano et al., 2018). Otro ejemplo es el uso de vitamina E para el
restablecimiento de los niveles de RNA mensajero del factor de transcripcion C/EBP, a través
del cual se puede activar la diferenciacién granulocitica como terapia alternativa a los
tratamientos con ITQ (Shvachko et al., 2018).
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CAPITULO 3: EL ESTRES OXIDATIVO Y SU IMPACTO EN EL TRATAMIENTO DE LA LMC
3.1. El estrés oxidativo (EO) y la LMC

Dada la resistencia primaria y secundaria observada con los ITQ y con la disponibilidad del
modelo in vitro K562, se hace necesario estudiar otras estrategias terapéuticas que permitan
evaluar moléculas promisorias para combatir la LMC. Interesantemente, en las células madre
hematopoyéticas (CMH) los factores inductores de hipoxia mantienen las células en un estado
guiescente y las acondicionan a un ambiente con un metabolismo energético glicolitico
anaerobio (Cheng et al., 2018). En consecuencia, hay una baja produccién de EROs y poseen
una alta concentracion de antioxidantes, esto se debe a la importancia de estas EROs en el
proceso de compromiso y diferenciacién a los diversos linajes presentes en el sistema
hematopoyético (Hu et al., 2019). Por el contrario, las células madre leucémicas encargadas de
iniciar y mantener el proceso de leucemogénesis son mas dependientes de la respiracion
oxidativa que de la glicélisis y son méas sensibles al estrés oxidativo que las CMH, por lo que
una terapia que incremente el estrés oxidativo induciria muerte celular principalmente en las

células madre leucémicas (Testa et al., 2016).

De hecho, recientemente, se ha reportado en diferentes tipos de cancer, especialmente en
leucemia, que la generacién de estrés oxidativo (EO) producto del exceso de moléculas pro-
oxidantes (H,O,), consecuencia del metabolismo celular, poseen una gran cantidad de
alteraciones genéticas (mutaciones puntuales, y anormalidades cromosdmicas) y metabélicos
(aumento del metabolismos glucolitico sobre fosforilacibn oxidativa), que pueden afectar la
estructura mitocondrial (Mendivil-Perez et al., 2015; Kudryavtseva et al., 2016; Gurer-Orhan et
al.,2018; Soto-Mercado et al., 2018).

Con las observaciones experimentales anteriores, es razonable pensar que las especies
reactivas del oxigeno (EROSs) juegan un papel importante en el metabolismo de las células
cancerosas y que, por consiguiente, el EO podria usarse como estrategia alternativa para

atacar selectivamente células de la LMC.
3.1.1 Definicién del EO

Por definicion, el EO es el desbalance entre la alta produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) provenientes del metabolismo celular y los mecanismos moleculares
antioxidantes diseflados para degradar los EROs (Sies, 1997). Sin embargo, durante los

ultimos afios varios grupos de investigacion incluido el nuestro, han reevaluado la definicion de
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EO definiéndolo como un estado cronico y /o transitorio de desbalance entre los oxidantes y
antioxidantes (enzimaticos o no enzimaticos) en favor de los oxidantes, conllevando a una
disrupcién de la sefalizacién redox, control y/o dafio molecular (Halliwell, 2007; Lushchak,
2014; Sies, 2015; Sies, 2017).

3.1.2 El EO en lafisiopatologia de la LMC

El papel del EO en la leucemia mieloide crénica no se ha esclarecido completamente, ni se ha
establecido un mecanismo especifico que pueda determinar la funcibn de EO en células
leucémicas (Thannickal & Fanburg, 2000). En este contexto, se ha evidenciado que las EROs
son importantes iniciadoras y promotores de la carcinogénesis y que altos niveles de EROs
promueven la supervivencia, proliferacion, inestabilidad genémica y mutagénesis, produciendo
la progresion de la enfermedad y a resistencia contra los medicamentos (Irwin et al., 2013). El
estrés oxidativo EO puede ser estimulado por los oncogenes tirosina quinasa de forma
intracelular en células de leucemia (Bourgeais et al., 2017; Hole et al., 2011). Asimismo, se ha
demostrado que la expresion de BCR-ABL promueve la generacion de EROs y un desequilibrio
del sistema redox celular en general que promueve la oxidacion de residuos cisteina de la
proteina de fusion BCR-ABL y cambios en la conformacion tridimensional de la proteina,
principalmente en el dominio quinasa (Sattler et al., 2000; Kim et al., 2005; Koptyra et al., 2006;
Zhang et al.,2008). Estos cambios conformacionales de la proteina de fusién BCR-ABL a su

vez ocasionan a la resistencia al tratamiento con imatinib en la LMC.

A pesar de los numerosos estudios durante décadas de los efectos del EO en células
leucémicas, no se ha establecido con claridad el papel del EO y si su efecto es adverso o
favorecedor sobre la progresion de tumores hematolégicos (Hole et al., 2011, Bazi et al., 2016).
Sin embargo, se ha demostrado que el EO tiene un papel beneficioso en las terapias contra
LMC, induciendo la regulacién de células progenitoras y la muerte por apoptosis de las células
leucémicas (Bonilla-Porras et al., 2011; Du et al., 2014; Mendivil et al., 2014; Rojas-Valencia et
al., 2017; Soto-Mercado et al., 2020)

Tomando en consideracion los hallazgos anteriormente descritos, se muestra que el EO y su
sefializacion a través de EROs inducen un papel importante en la sefializacion de las células
leucémicas en modelos de LMC y cancer, especificamente como inductor de apoptosis, por lo
tanto, se propone el EO como un fenédmeno que debe ser explorado como estrategia

antitumoral.
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3.2. El EO como estrategia antitumoral

Uno de los pilares del cancer es la desregulacion de los sistemas energéticos celulares
(Hanahan & Weinberg, 2011). Este mecanismo les permite a las células cancerosas proliferar y
sobrevivir en microambientes que podrian inducir la muerte en células normales; como
consecuencia de esta desregulacion, las células cancerosas producen altas cantidades de
EROs, acompafiado de alteraciones en los sistemas y vias antioxidantes (Azad et al., 2009). Se
ha mostrado que las EROs pueden contribuir a la supervivencia, proliferacion, metastasis,
sobrevivir en ambientes hipoxicos y la resistencia a medicamentos en una gran variedad de
canceres, sin embargo, cuando las EROs se salen de control, pueden llevar a la muerte celular
(Moloney y Cotter, 2018; Xie y Simon, 2017). Esto ha llevado a pensar que potenciar la
produccion de EROs, produciendo estados criticos de EO celular, podria usarse como una

estrategia hovedosa de tratamiento selectivo para el cancer (Postovit et al., 2018).

Modificaciones de los niveles del EO intracelulares en las células cancerosas han sido
investigados por Roy Chowdhury y Banerji (2017), quienes mostraron que se puede utilizar
como blanco bioenergético la mitocondria como una estrategia efectiva y selectiva para eliminar
células cancerosas. De igual forma, Dielschneider y colaboradores (2017) evidenciaron que la
activacion de caspasa 8 y 9 esta asociada a la permeabilizacion de la membrana lisosomal,
esto podria explicarse a que posterior a la pérdida de potencial de membrana mitocondrial, se
aumentan las EROs, las cuales desestabilizan las membranas del lisosoma a través de la
peroxidacion de lipidos y facilitan su ruptura. Estas observaciones les permitieron proponer a

los lisosomas como blanco terapéutico en cancer (Dielschneider et al., 2017).

Estos hallazgos experimentales han permitido a los investigadores en los ultimos afios,
proponer una gran cantidad de principios activos modulares de las EROs, no solo como un
mecanismo de induccién de muerte celular, sino como una estrategia para el mejoramiento de
la multiresistencia a medicamentos (Bonilla-Porras et al., 2011; Mendivil et al., 2014; Rojas-
Valencia et al., 2017; Cui et al., 2018; Soto-Mercado et al., 2020). Esta es una gran ventaja
porque amplia el panorama de posibilidades terapéuticas, posicionando al EO como una

alternativa promisoria y de alto impacto para el tratamiento contra el cancer.

Durante la ultima década, numerosas investigaciones posicionan a las estrategias terapéuticas

mediadas por EO como propuestas novedosas que exploran y toman ventaja de las
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alteraciones metabdlicas que poseen las células cancerosas, para el desarrollo de tratamientos

alternativos con alta selectividad y eficiencia.
3.3. El EO, los Mitocanes y la Mitocondria como blanco terapéutico en la LMC

Las mitocondrias son organelos esenciales para la vida, principalmente por su papel esencial
en el proceso de biosintesis de ATP. Paraddjicamente, a mediados de la década de los 90, se
evidencia un mecanismo emergente que presenta la mitocondria como un punto central en la
muerte celular, principalmente en la apoptosis (Lopez y Tait, 2015). En este contexto, se ha
considerado la mitocondria como un blanco prometedor en los cdnceres hematolégicos debido
a la dependencia Unica de sus células a funciones mitocondriales comparado con otras lineas
hematopoyéticas. Con este conocimiento, en los 2000 se identificaron agentes anti
cancerigenos que se designaron como “mitocanes” (Neuzil et al., 2007, Neuzil et al., 2013).
Estos compuestos se caracterizaron por su capacidad de causar desestabilizacién mitocondrial
y activacion subsecuente de mediadores mitocondriales de apoptosis como la familia BCL2,
citocromo C, Smac/Diablo y AIF (Neuzil et al., 2007). De igual forma pueden inducir EO, ya que
la mitocondria es, por excelencia, el mayor productor de especies oxidantes celulares,

proponiendo los mitocanes como un tratamiento selectivo y efectivo (Neuzil et al., 2007)

Interesantemente, Wang y colaboradores, evidencian que el uso de un antiparasitario contra
helmintos, la Ivermectina, genera muerte selectiva en células leucémicas, induciendo disfunciéon
mitocondrial y EO. Los investigadores demostraron-en un modelo de K562 que la ivermectina
ataca selectivamente el complejo | mitocondrial, suprimiendo la respiracién celular, y se
interpreté como un efecto tipo “mitocan” ya que este compuesto desestabilizd la mitocondria de

forma especifica (Wang et al., 2018).

Las células cancerosas han demostrado tener diversas caracteristicas bioldgicas resultantes de
la transformacion genética y epigenética que estas sufren de células normales a células
tumorales con un crecimiento y movimiento sin restriccién (Kalyanaraman et al., 2018). Uno de
las caracteristicas mas importantes es la tendencia a reprogramar sus capacidades
metabdlicas: La inhibicion de la fosforilacién oxidativa produciendo un metabolismo glucolitico
elevado. La reprogramacion metabdlica estad relacionada directamente a la activacion de
oncogenes, como KRAS (Chiaradonna et al., 2006), o a la inhibicion de supresores tumorales
como PTEN (Beckner et al., 2005).

Investigaciones recientes han descrito la importancia de los complejos mitocondriales juegan

un papel importante para que se den los efectos antitumorales de ciertos medicamentos de re-
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uso, como la metformina (Andrzejewski et al., 2014). Diferentes tipos de cancer que poseen
mutaciones en los genes mitocondriales, por ejemplo, en el complejo | de la cadena
transportadora de electrones, son mas susceptibles al uso de inhibidores mitocondriales; estas
observaciones posicionan a la mitocondria como un blanco terapéutico de gran relevancia en

estudios preclinicos (Kalyanaraman et al., 2018)

Finalmente, en este capitulo se evidencia la importancia del EO y del uso de mitocanes o
compuestos desestabilizadores de la cadena respiratoria mitocondrial como blanco terapéutico
para las células tumorales, principalmente, a través de la induccion de muerte celular por

apoptosis.
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CAPITULO 4: LA INDUCCION DE APOPTOSIS COMO ESTRATEGIA EFECTIVA PARA EL
TRATAMIENTO DE LA LMC

4.1. Definicion de apoptosis

El término apoptosis proviene del griego apo (desde) y ptosis (cayendo) que hace referencia a
la caida de las hojas de los arboles y los petados de las flores. El término apoptosis fue
acufiado en 1972 por Kerr y colaboradores (Kerr, 2002) para describir una forma comun de
muerte celular que los autores observaron repetidamente en distintos tejidos y tipos celulares.
Los autores observaron que las células en proceso de muerte compartian caracteristicas
morfologicas que diferentes a las observadas en las células necréticas y sugirieron que esas
caracteristicas morfologicas compartidas podrian ser el resultado de un modo comun
conservado y endégeno relacionado al programa de muerte celular (Kerr et al., 1972). Kerr y
colaboradores describen dos estadios de la apoptosis de acuerdo a sus caracteristicas

morfologicas: la condensacion y la fragmentacion (Kerr et al., 1972).

La apoptosis es un tipo de muerte celular regulada para eliminar una célula, es un proceso
complejo. Una vez que se toma la decisiébn de muerte, la correcta ejecucion del programa de
apoptosis requiere la activacién y ejecuciéon regulada y coordinada de mdaltiples subprogramas.
El proceso de apoptosis involucra cambios morfologicos y bioquimicos tipicos y se compone de
tres fases distintivas: una fase de iniciacion, una efectora y una fase de ejecucion. (Valentin et
al.,2018). Usualmente, dura varias horas entre el inicio de la apoptosis y la fragmentacion
celular final (Fulda & Debatin, 2006). La apoptosis presenta cambios morfoldgicos
caracteristicos como la presencia de células redondeadas, retraccion de pseuddpodos,
reduccion del volumen celular (picnosis), condensaciéon de la cromatina, fragmentacién nuclear
(cariorresis), poca o nula afectacion de organelos citoplasmaticos, gemacion de la membrana
plasmatica y fagocitosis de los cuerpos apoptéticos generados (Kroemer et al., 2018; Tang et
al., 2019) (Figura 8)

La apoptosis también presenta marcadores bioquimicos, como la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, y la activacion de vias que se han descrito como proapoptéticas,
donde se regulan diversas proteinas que se han establecido como posibles mediadores y
efectores dentro de la cascada de sefializacion de las vias extrinseca e intrinseca de la

apoptosis.
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Figura 8. Fotografias y esquematizacion del proceso de muerte celular por apoptosis. A. Fotomicrografia mostrando la
secuencia de cambios morfolégicos celulares: condensacién, fragmentaciéon nuclear, y formacién de cuerpos apoptéticos,
caracteristicas morfolégicas importantes del proceso de apoptosis. B. Esquematizacién del proceso de fagocitosis de los cuerpos
apoptéticos por células como macroéfagos y otros fagocitos. C. llustracion del proceso de la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, que se da cuando se abre el poro mitocondrial, a través del cual pueden salir moléculas como Smac/Diablo y
Citocromo C y caspasa 9 las cuales inducen la activaciéon de la caspasa 3 importantes sefializadores cascada abajo en la via
apoptética. Modificada a partir de Mizuta et al., (2013)

4.2. Vias de sefalizacion de la apoptosis
4.2.1. Via extrinseca de la apoptosis

La via extrinseca del proceso de apoptosis es inducida por sefiales extracelulares de estrés
gue son reconocidas por receptores de membrana especificos y termina en la activacion de
proteasas de cisteina especificas de aspartato como la familia de las CASPASAS. La via
extrinseca se desencadena cuando se da la activacion de un receptor de muerte por su
ligando, los cuales inician una cascada de sefializacion que esta mediada por la activacion de
caspasa 8. Especificamente, la apoptosis se induce a través de la interaccion de un ligando con
Su respectivo receptor de muerte como Fas (APO-1, CD95), TNFR-1, DR3 (TRAMP), DR-4
(TRAIL-R1) o DR5 (TRAIL-R2) (Ulukaya et al. 2011). Estos receptores que se ubican en la
membrana celular, hacen parte de la familia de TNFR. La union ligando-receptor causa su
oligomerizacion, resultando en su activacion. La oligomerizacion de los receptores es seguida
por la union de proteinas adaptadoras (FADD, TRADD) al complejo formado por el receptor,

gue resulta en el reclutamiento de la procaspasa 8 y 10, donde se activa la proenzima. Una vez
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las caspasas 8 y 10 son activadas, estas activan la caspasa 3 efectora en una cascada
secuencial de activacion de caspasas (Wajant, 2002). Los ligandos mejor caracterizados y sus
respectivos receptores incluyen, FasL/FasR, TNFa/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 vy
Apo2L/DR5 (Patarroyo & Vargas, 2013). Alternativamente, las sefales proapoptéticas
extrinsecas pueden transducirse a través de los llamados receptores de dependencia. Estos
receptores inducen apoptosis cuando existe la ausencia de su ligando o estimulo, al cual estan

constantemente unidos (Ulukaya et al. 2011)

4.2.2. Viaintrinseca de la apoptosis

La via intrinseca de sefalizacion de la apoptosis es activada por estimulos internos, como el
dafio irreparable al ADN, EO, deprivacion de citoquinas y aumento excesivo de las
concentraciones de Ca®" citosdlicas, que ocasionan la catastrofe metabdlica y bioenergética de
la mitocondria. Esta via de sefializacién conduce a una serie de mecanismos regulados mole-
cularmente en la mitocondria (Galluzzi et al., 2012). En la membrana mitocondrial confluyen
sefales pro-apoptoticas y anti-apoptéticas y el proceso culmina con la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, que aumenta la permeabilidad mitocondrial y la liberacion de
moléculas proapoptéticas al citoplasma. Las sefiales celulares en la mitocondria se encuentran
reguladas por la familia de proteinas BCL2 que consta de dos grandes grupos: el primer grupo
de las proteinas que son capaces de inhibir la muerte celular como BCL2, MCL-1, BCL-xL,
BCL-w y BFL-1, promoviendo la supervivencia; y el otro grupo que son las proteinas
proapoptéticas, que pueden subdividirse en (1) proteinas BH3-0nico, como BIM, PUMA, BID,
BIK, NOXAy (2) BAX y BOK. Todas las proteinas de la familia BCL-2 comparten un dominio de
homologia BH. Las proteinas como BAX y similares poseen entre 3-4 dominios BH, mientras
que las proteinas BH3-Unico, solo comparten el dominio BH3 entre si (Leber et al., 2010;
Patarroyo & Vargas, 2013; Valentin et al., 2018). Por la naturaleza de las proteinas de la familia
BCL-2 existen algunas que son mas promiscuas que interactdan indiscriminadamente, como
PUMA, capaz de unirse a cualquiera de las proteinas anti-apoptéticas, mientras que algunas
son mucho mas selectivas, como NOXA, que se une principalmente a MCL-1 (Patarroyo &
Vargas, 2013).

Las proteinas de dominio BH2-Unico son activadas como un estimulo de muerte temporal y con
manejo especifico del tipo celular, iniciando ademéas con un proceso de

desplazamiento/activacion de las proteinas BAX y similares a BAX. Las proteinas
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proapoptéticas BAX y BAK promueven la liberaciéon de citocromo C (Wong, 2011). Después de
haber sido activadas por proteinas que contienen Unicamente el dominio BH3. En su estado
normal BAX y BAK se encuentran inhibidas por proteinas pro-supervivencia de la familia Bcl-2
mediante interacciones directas. Estas proteinas sufren cambios conformacionales durante la
transicibn de mondmeros inactivos a oligbmeros activos (Westphal et al., 2014). BAX y BAK
forman homodimeros y heterodimeros que posteriormente se ensamblaran en estructuras
similares a poros en la membrana externa de la mitocondria, causando la permeabilizacion de
la membrana externa mitocondrial (MOMP, por sus siglas en inglés). Se ha propuesto que
estos dimeros de BAX y/o BAK son capaces de interactuar con VDAC, un canal dependiente
de voltaje que se ha estudiado como parte importante de la formacion del poro mitocondrial y
de la permeabilizacion de la membrana externa (Shoshan-Barmatz et al., 2017). Una vez
activadas estas proteinas, el citocromo ¢ que normalmente reside en la membrana interna
mitocondrial, es liberado por medio de los poros formados en la membrana mitocondrial, al
igual que factor inductor de apoptosis (AIF), Smac, DIABLO y HtrA2 que son factores pro-
apoptaticos que se translocan al citoplasma (van Gurp et al., 2003). La salida de estos factores
genera la pérdida del gradiente iénico, la disminucién de la produccién de ATP por la ATP
sintasa y adicionalmente la activacion de cascadas proteoliticas como las caspasas y

metaloproteinasas (Westphal et al., 2014).

En la figura 9 se presenta una esquematizacién de las vias extrinseca e intrinseca de la
apoptosis y la activacion de la proteina BID por las caspasas 8 y 10 que puede inducir la via
intrinseca de la apoptosis al cortar las proteinas de dominio Unico BH3, lo que permite el corte
de las proteinas BID que en su estado proteolizado y la activacion de las proteinas efectoras
BAX y BAK. La activacion de la proteina BID permite la transicion de la via extrinseca a la via

intrinseca de la apoptosis generando la desestabilizacion mitocondrial.
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Figura 9. Esquema de las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis y la comunicacién entre las dos vias via la proteina
BID. (A) via extrinseca, mediada por la unién de un receptor de muerte a su ligando que activa a DISC (Death-inducing Signaling
Complex) el cual desencadena la activacién de la cascada de CASPASA 8 o 10 las cuales a su vez activan la proteina BID, por
otra parte, los receptores de dependencia pueden activar la via cuando carecen de la unién a su ligando a través de activacién
directa de la cascada de caspasas (CASPASA 3,6,7). (B) Via intrinseca, un dafio en el ADN o estrés en el RE que se induce en la
mitocondria, apertura del poro mitocondrial, pérdida del potencial de membrana de este organelo y liberacion del citocromo
C,APAF1, Pro CASPASA 9, formando un complejo molecular conocido como apoptosoma, donde se da la activacién de la cascada
de caspasas, empezando por la CASPASA 9 que posteriormente activa las caspasas ejecutoras 3,6 o 7 (Patarroyo & Vargas,
2013).

4.3. Lainhibicion de la apoptosis en el desarrollo de LMC

Desde de los primeros estudios realizados de la apoptosis por Kerr y colaboradores se
demostrd la importancia de este proceso en la dindmica y homeostasis de la mayoria de tejidos
en el organismo y en el cancer (Kerr et al., 1972). De hecho, la regulacion de los mecanismos
apoptaticos se ha implicado como una de las principales estrategias de adaptacion fundamental

de las células cancerosas para mantenerse en proliferacion y evadir la muerte (Wong, 2011).

Los mecanismos de evasion de la apoptosis ocurren a través de tres principales vias de
sefializacion: la primera es la disrupcion del balance entre proteinas pro-apoptéticas y anti-
apoptéticas; la segunda esta relacionada con la reduccién de la funcién de las caspasas por
inactivacion y la tercera esta relacionada con la alteracion en la sefializacién de los receptores

de muerte de la via extrinseca (Figura 10)
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Figura 10. Mecanismos involucrados en a la evasién de la apoptosis. Modificado a partir de Wong (2011)

En la leucemia se ha visto draméaticamente aumentada la familia BCL2, y en algunos tipos de
tumores (Strasser et al., 1990). Otros mecanismos que se comprometen con la evasion de la
apoptosis en las células cancerosas se relacionan con la pérdida del supresor tumoral TP53
(Law et al., 1993). De igual forma, se ha evidenciado la pérdida de funcién de las proteinas

efectoras importantes como BAX o BAK. (Wang and Youle, 2012; Sarosiek et al., 2013).

Adicionalmente, al supresor tumoral TP53, una gran variedad de genes implicados en los
mecanismos de sefializacion de la apoptosis se encuentra regulados negativamente o mutados
en la LMC, como los miembros de las proteinas proapoptoticas BIM y BAD (Tzifi et al., 2012).
Ademas, la sobreexpresion de la proteina de fusion BCR-ABL ha mostrado ser un potente
inhibidor de la muerte celular, siendo capaz de promover la progresion entre las fases de la
LMC previniendo la formacion del apoptosoma con la CASPASA 9 (Deming et al., 2004;
Kurokawa et al., 2008).

Otra de las vias de sefalizacidbn que se encuentran reguladas de forma aberrante en este

desorden hematoldgico y le confieren una serie de ventajas a las células para su proliferacion,
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expansion y posterior invasién: al alterar vias que permite que las células—a pesar ser
gendmicamente inestables-, sean capaces de evadir los diferentes mecanismos celulares
como: es el arresto del ciclo celular a través de TP53 o la induccidon de muerte a través de la
sefalizacién de esta misma proteina. También mantiene la sefalizaciébn de sobrevivencia y
proliferaciéon con la activacion de la cascada abajo por parte de la proteina BCR-ABL que
garantiza que el sistema celular sea altamente proliferativo y resistente a la muerte; no solo por
el estrés enddgeno generado por la gran inestabilidad gendmica, sino también a los estimulos
toxicos externos inducidos por la quimioterapia (Zhang et al., 2008). ElI conocimiento molecular
de los mecanismos de evasion de muerte en la leucemia representa el principal reto para el

disefio de la formulacion de estrategias terapéuticas eficientes, efectivas y selectivas.

Por lo tanto, la apoptosis es de gran interés en la blisqueda de compuestos que reactiven el
proceso de apoptosis en las células cancerosas para los tratamientos contra la LMC (Hanahan
& Weinberg, 2011).

4.4. Regulacién del EO como mecanismo inductor de apoptosis en LMC

Uno de los mecanismos reconocidos que median la sefalizaciébn para la induccion de la
apoptosis en modelos in vitro de leucemia es el estrés oxidativo (Bonilla-Porras et al., 2013;
Mendivil-Perez et al., 2014; Ruiz-Moreno et al., 2016). De hecho, las EROs, especialmente el
peroxido de hidrogeno, se ha demostrado que juega un papel central como segundo mensajero
en las vias que conducen a la activacion de proteinas mediadoras y efectoras del proceso de
apoptosis (Rojas-Valencia et al., 2017; Soto-Mercado et al., 2020) En este sentido, la estrategia
con las células leucémicas es la desregulacién de los sistemas antioxidantes y el aumento de
los niveles de EO por encima de los umbrales de resistencia intrinseca que poseen las células

cancerosas (Lopez y Tait, 2015).

La investigacién en el disefio de terapias en la LMC ha focalizado sus esfuerzos en el
desarrollo de estrategias para la induccion de apoptosis como mecanismo terapéutico para el
tratamiento contra la leucemia. En esta linea, Zhou y colaboradores en el 2003 mostraron que
el 2-metoxiestradiol, un inhibidor de la superdxido dismutasa, promueve la apoptosis mediada
por de radicales libres en células de leucemia linfocitica cronica (LLC) (Zhou et al., 2003).
Salimi y colaboradores (2015) demostraron que el uso de compuestos poli fenélicos como el
acido elagico, indujo la produccion de EROs las cuales mediaron la apoptosis selectivamente a

células de leucemia linfoblastica crénica tipo linfocitos-B (LLC) (Salimi et al., 2015). De igual
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forma, al afio siguiente, los mismos investigadores evidenciaron que el uso de una flavona
natural, la acacetina, aumentd la producciéon de EROs, las cuales indujeron la pérdida del
potencial de membrana mitocondria, la liberacién del citocromo c¢ y, consecuentemente la
activacion de la caspasa 3 en el mismo modelo de LLC (Salimi et al., 2016). Con respecto a la
LMC, Khoshtabiat y colaboradores en el mismo afio, mostraron que un compuesto activo de la
familia de los ditiocarbamatos indujo aumento de la fragmentacion del ADN, activacion de la
caspasa 3 y apoptosis mediada por EO, el cual se vio reflejado por el aumento significativo de
la fluorescencia de la sonda DCHF-DA indicativo de generacion de EROs en la linea celular
K562 (Khoshtabiat et al.,2016).

Estas observaciones experimentales, muestran que el EO juega un papel importante como
mediador de apoptosis, por lo tanto, la seleccibn de moléculas generadoras de EROs podria

ser compuestos promisorios para ser utilizados en el tratamiento de la LMC.

4.5. Principios activos emergentes con propiedades prooxidantes y proapoptéticas

Durante las ultimas décadas se han identificado numerosas moléculas con propiedades pro
oxidantes y proapoptéticas capaces de inducir muerte en células leucémicas. Entre los
ejemplos de estas moléculas con estas caracteristicas se han reportado varios estudios, una de
estas moléculas es la esfingosina 1-fosfato de primera generacion, que se habia utilizado
previamente como inmunosupresor, pero también se le ha reportado actividad prooxidante con
la generacién de EROs e induccion de apoptosis en LMC (Neviani et al., 2007; Wallington-
Beddoe et al., 2011; Takasaki et al., 2018). De igual forma, Mortezaee y colaboradores (2019)
empleando la curcumina demostraron su capacidad de inducir aumento de EO y apoptosis en

lineas celulares de leucemia mieloide (Mortezaee et al.,2019).

Recientemente, Yang y colaboradores demostraron el mismo efecto con la camalexina, una
fitoalexina, de induccion de estrés del reticulo endoplasmatico, disminucion del potencial de
membrana mitocondrial y activacion de una cascada de sefalizacidon de quinasas que
conducen a la apoptosis a células de LM (Yang Y. et al., 2018). Asimismo, la taxodiona, una
quinona aislada de Taxodium distichum mostré produccion de EROs y apoptosis en células
K562 a pesar que estas células presentaron la proteina de fusibon BCR-ABL mutada en la
posicion 315, una mutacion que le confiere resistencia a los tratamientos convencionales. Este
efecto de la taxodiona fue revertido por la N-acetilcisteina (NAC), un antioxidante, lo que

confirmo la participacién del EO en el mecanismo de muerte por apoptosis en el modelo de
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LMC (Uchihara et al., 2018).Interesantemente, en el mismo afio, se demostré que el acido
Gsnico, un derivado natural del dibenzofurano que se encuentra en varias especies de liqguenes
y que ha sido utilizado como antibidtico, presento efectos prooxidantes produciendo EROs e

induciendo apoptosis en lineas celulares K562 resistentes a medicamentos (Wang et al., 2019).
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CAPITULO 5: REPOSICIONAMIENTO DE MEDICAMENTOS EFECTIVOS COMO
ALTERNATIVA FARMACOLOGICA EN EL TRATAMIENTO DE LA LMC

5.1. Reposicionamiento Farmacoldégico de los derivados de la Vitamina E en el

tratamiento de la LMC.

A pesar de los enormes recursos que se invierten en la prevencién y el tratamiento del cancer,
esta patologia sigue siendo una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo
(Gupta et al., 2013). Los esfuerzos se han dirigido en encontrar métodos terapéuticos mas
efectivos y eficientes, sin embargo, estos no han resultado en el descubrimiento de nuevos
farmacos anti-tumorales (Issa et al., 2013; Reaume, 2012). Por lo tanto, se pensd en un
segundo uso de medicamentos ya existentes que estuvieran disponibles en el mercado
(Bernard et al., 2008; Totoczko-lwaniuk et al., 2019).

El reposicionamiento de medicamentos fue definido por primera vez por Ashburn y Thor en el
2004, como “el proceso de encontrar nuevos usos fuera de la indicacion médica original para
medicamentos existentes, también fue denominado como redireccionamiento, reutilizaciéon y
modificacion de perfil (Langedijk et al., 2015). De hecho, el reposicionamiento de farmacos
ofrece grandes beneficios sobre el descubrimiento de farmacos de novo. La principal ventaja de
este enfoque es que los perfiles farmacocinéticos, farmacodinamicos y de toxicidad (v.gr. dosis
terapéuticas y toxicas, efectos secundarios, interacciones medicamentosas) de los principios
activos son generalmente bien conocidos (Deftereos et al., 2011; Shim & Liu, 2014). El hecho
de que los farmacos disponibles ya cuenten con los diferentes estudios toxicoldgicos, reduce el

costo y el tiempo de la aprobacion de los compuestos para su uso clinico (Oprea et al, 2011)

Es importante anotar que para el desarrollo de farmacos es un proceso complejo, que inicia con
la identificaciéon y sintesis de moléculas que se unen a blancos terapéuticos de interés o que
muestran alguna actividad biol6gica a través de modelamiento computacional o ensayos
preclinicos que la convierten en promisorias, con lo cual contindan en estudio a la siguiente
fase. El siguiente paso es asegurar que el compuesto tenga propiedades farmacologicas
deseables, como baja toxicidad y solubilidad acuosa adecuada. A través de estos perfiles
farmacocinéticos, farmacodinamicos y de toxicidad, se puede realizar la traslacion de una
molécula de estudios pre-clinicos que avalen su seguridad y eficacia terapéutica para el uso en
estudios clinicos en humanos (Mudduluru et al., 2016; Saldivar-Gonzélez et al., 2017). En
general, el proceso de descubrimiento de farmacos nuevos es una labor que consume mucho

tiempo, es costoso y representa una inversion de alto riesgo, segun el reporte del Easter
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Research Group (ERG), en donde se describe que puede tomar entre 10-15 afios el desarrollo
de un nuevo medicamento (Sertkaya et al., 2014). Adicionado a que el porcentaje de éxito, para
este nuevo medicamento, es de tan solo 2% en promedio (Yeu et al., 2015; Xue et al., 2018).
Por lo tanto, el re-uso del farmaco reduce significativa el tiempo desde su aprobacion en el
laboratorio hasta su uso en los pacientes, comparado con el desarrollo de medicamentos de
novo (Oprea & Mestres, 2012; Wirth et al., 2016). (Figura 11)
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Figura 11. Esquematizacion de los pasos y los esfuerzos para el descubrimiento clasico de farmacos (de novo) en
comparacion con el reposicionamiento farmacolégico. (Saldivar-Gonzélez et al., 2017)

El reposicionamiento, posee innumerables ventajas como son los costos asociados a su
sintesis (incluidos los posibles residuos peligrosos) ya se han invertido, lo que hace que el
tratamiento terapéutico para las nuevas indicaciones sea atractivo econémicamente. Ademas,
el re-uso del farmaco reduce significativa el tiempo desde su aprobacion en el laboratorio hasta
Su uso en los pacientes, comparado con el desarrollo de medicamentos de novo (Figura 11)
(Oprea & Mestres, 2012; Wirth et al.,, 2016). Adicionalmente, el reposicionamiento
farmacologico reduce los riesgos de post-comercializacion y de aplicabilidad clinica para las
empresas farmacéuticas, lo que, a su vez, acelera el acceso exitoso de los pacientes afectados

al tratamiento farmacoldgico (Issa et al., 2013; Wrth et al., 2016)

La implementacién del reposicionamiento como estrategia obedece a la demanda de
alternativas terapéuticas para el tratamiento del cancer, que ha aumentado su incidencia y
mortalidad los ultimos afios, debido al desarrollo de resistencia a los tratamientos tradicionales
(Xue et al., 2018, Pantziarka et al., 2020). En el caso de las enfermedades hematoldgicas, por
ejemplo, representa una oportunidad interesante para la distribucion de medicamentos de alta
disponibilidad y precios asequibles (Kale et al.,, 2020). Algunos ejemplos de moléculas
promisorias para la terapia contra el cancer que ya se encuentran en estudio para su
reposicionamiento son los farmacos antinflamatorios no esteroideos (AINES) como el

celecoxib, un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), la cual estimula los procesos
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de angiogénesis, metastasis, proliferacién celular y supervivencia, y esta sobre-expresada en
malignidades hematologicas como leucemia linfoblastica crénica, leucemia mieloide crénica,
linfoma de Hodgkin’s (Bernard et al., 2008; Totoczko-lwaniuk et al., 2019). Asimismo, se ha
demostrado en estudios con la celecoxib que inhibe la proteina MCL-1, perteneciente a la
familia BCL-2 que promueve la supervivencia; de igual forma, también inhibe a la survivina, Akt
y BCL-2, mostrando gran potencial como agente quimioterapéutico o coadyuvante en los

regimenes terapéuticos del cancer (Jendrossek, 2013).

De esta manera, farmacos que originalmente han sido identificados como sedantes,
analgésicos, antipiréticos, antiartriticos, anestésicos, antidiabéticos, relajantes musculares,
inmunosupresores, antibiéticos, antiepilépticos, cardio-protectores, antihipertensivos o
inhibidores de gamma-secretasa estan siendo reutilizados para el tratamiento del cancer
(Habets et al., 2019). Estos farmacos pueden clasificarse en dos categorias diferentes: (I)
farmacos que fueron aprobados para otros usos, pero cuyas actividades biolégicas se conocen
suficientemente 'y que pueden ser seleccionados para que ejerzan actividades
anticancerigenas (v.gr. talidomida, aspirina, acido valproico, celecoxib, leflunomida, minociclina,
vesnarinona, estatinas, metformina, tiocolchicosida, rapamicina, metotrexato, bisfosfonatos); y
(I) agentes identificados a partir de un conjunto de farmacos aprobados arbitrariamente,
elegidos para examinar su selectividad contra blancos especificos en las células cancerosas

(v.gr. nitroxolina, noscapina) (Bertolini et al., 2015; Gupta et al., 2013).

En este contexto, la metformina ha sido utilizado para el tratamiento de diabetes tipo 2; este
farmaco activa la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), incrementando la captacion de
glucosa en sangre por parte de los musculos y el higado. Como medicamento de
reposicionamiento en LMC, se ha demostrado que bloguea la sefializacion que promueve la
supervivencia dependiente de PI3K/Akt/mTOR, inducida por la proteina de fusibn BCR-ABL
(Biondani y Peyron, 2018).

Es importante también anotar que para algunos principios activos, aun se desconocen los
perfiles de interaccion farmaco-molécula blanco, en particular, para los medicamentos mas
antiguos, lo que crea oportunidades para la reutilizacién de estos farmacos con el fin de
asignarles nuevas indicaciones terapéuticas, mediante el descubrimiento de afinidades
biol6gicamente y clinicamente relevantes para blancos en la célula tumoral, que juegan un
papel determinante en la eliminacién de esta poblacion celular anormal (Oprea & Mestres,
2012).
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En el 2014, el grupo de investigacion de Pantziarka y colaboradores empezé el proyecto ReDO
(Repurposing Drugs in Oncology, por su sigla en inglés), en busqueda de reproponer drogas
bien conocidas y caracterizadas (cuya indicacion primaria se ha dirigido al tratamiento de una
enfermedad diferente del cancer), para darles un nuevo uso en el campo de la oncologia. El
proyecto ReDO ha definido criterios clave, mediante los cuales estos farmacos pueden ser
elegidos eficientemente como candidatos de alto potencial para reevaluacion ulterior como se
observa en la Tabla 4 (Mudduluru et al., 2016; Pantziarka et al., 2014).
Tabla 4. Criterios presentados por el proyecto ReDO para la seleccion de medicamentos con viabilidad de
reposicionamiento farmacolégico. Modificado a partir de Pantziarka et al., 2014.
Criterios de seleccion para reposicionamiento de farmacos
- La molécula/compuesto debe ser bien conocida durante una gran cantidad de afios y
ampliamente usada en la clinica. Por ejemplo, los medicamentos genéricos, que
poseen una ventaja mayor.
- El farmaco debe poseer un buen perfil toxicoldgico, incluso cuando se usa por largos
periodos de tiempo (baja toxicidad).
- Se debe conocer el mecanismo o tener un mecanismo putativo y un blanco de accion
establecidos que ejerza una potencial actividad antitumoral.
- Se debe demostrar evidencia de su actividad anti-cancer y anti-tumoral a través de
ensayos in vitro e in vivo.
- La actividad antitumoral debe mostrarse en dosis estandar con baja toxicidad.
- La molécula promisoria con actividad anti-tumoral no debe ser conocida ni perseguida

COmo un compuesto activo en las terapias convencionales del cancer.

Por lo tanto, el reposicionamiento farmacolégico se presenta como una importante alternativa a
la disminucion de la productividad del desarrollo de farmacos en el campo de la oncologia,
como estrategia para reducir los tiempos de desarrollo y como fuente de tratamientos de bajo
costo para satisfacer las crecientes demandas y necesidades urgentes e insatisfechas de los
pacientes con cancer, especialmente con LMC resistente a las terapias convencionales
(Mudduluru et al., 2016)
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5.2. La Vitamina E y sus derivados en el tratamiento de la LMC

La Vitamina E fue descubierta por Herbert McLean Evans y Katharine Scott Bishop en 1922 a
partir de un estudio que realizaron sobre los requerimientos nutricionales de las ratas (Evans &
Bishop, 1992). La vitamina E es una vitamina liposoluble y representa un micronutriente
esencial para preservar el equilibrio entre las reacciones antioxidantes y pro-oxidantes en los
tejidos principalmente en las membranas celulares (Constantinou et al., 2008). Esta vitamina
pertenece a la familia de compuestos poliprenoides y se compone de un anillo aromético, con
un grupo hidroxilo y una cadena polipreniode (saturada o insaturada). Inicialmente, se investigd
la vitamina E para la prevencion del cancer, basados en la capacidad antioxidante que posee
este compuesto. Los estudios se realizaron utilizando una suplementacion crénica de vitamina
E y posteriormente, se evalud a largo plazo, la influencia de esta vitamina en la incidencia de
algunos tipos de cancer. Sin embargo, las investigaciones determinaron que no habia ningun
efecto protector y/o terapéutico con su uso y que, por el contrario, ejercia un efecto perjudicial
(Bjelakovic et al., 2007; Gupta-Elera et al., 2012; Hecht et al., 2016; Heckl et al., 2014; Su et al.,
2012). A pesar de estos resultados, la evidencia en la literatura sugiere que algunas isoformas
especificas de la vitamina E poseen actividad anticancerigena y esta estrechamente asociada
con su capacidad para inducir la apoptosis (Constantinou et al., 2012). La familia natural de la
vitamina E consta de dos grupos estructurales: los tocoferoles con una cadena lateral
isoprenoide saturada y los tocotrienoles con una cadena lateral insaturada. Especificamente,
las isoformas de la vitamina E comprenden a-, 3-, y- y &-tocoferol y a-, B-, y- y &-tocotrienol
(Figura 12) (Colombo, 2010; Koufaki, 2016).
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&3 locopnerol B-tocopherol and B-tocotrienod CH;,  H CH,

Ry v-tocopherol and y-tocotrienol H  CH, CH,
HC..,..--;:.-_.:‘..--‘--.._ : 1 1 &-tocopherol and é-tocotrienol  H H CH,

R3 tocatrienal

Figura 12. Estructura quimica de compuestos-de la familia de la Vitamina E: Tocoferoles y tocotrienoles, sus isoformas y
cadenas laterales. Tomado de Koufaki (2016).
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Las isoformas naturales de la vitamina E tienen tres grupos principales con funciones biolégicas
distintas. El primero es el dominio funcional, compuesto por el grupo hidroxilo, el cual es activo
en los fendmenos de éxido-reduccion y esta presente en todos los tocoferoles y tocotrienoles;
este dominio es el responsable de su actividad antioxidante y puede ser modificado para
producir derivados del tocoferilo o tocotrienol. Por ejemplo, el a-tocoferol cuando se esterifica
con un motivo succinil se produce a-tocoferil succinato (a-TOS) (Constantinou et al., 2008). El
segundo es el dominio de sefializacién, que comprende los anillos aromaticos, los cuales se
han visto implicados en la regulacién de algunas vias de sefializacion y finalmente, el dominio
hidréfobo, responsable de la union de las isoformas de vitamina E a las lipoproteinas
circulantes y a las membranas biol6gicas. Ademas, se ha descrito que la estructura de la
cadena alifatica puede desempefiar un papel en las propiedades apoptéticas de las isoformas
de vitamina E (Figura 13) (Constantinou et al., 2008; Wang et al., 2006; Abraham et al., 2019)

Dominio Dominio de Dominio
funcional sefalizacion hidrofébico

a-tocoferol
CH, CHy CH,

CHy

a-tocoferil succinato (aTOS)

CHy CH, CHy

CHy

Figura 13. Estructura quimica de la vitamina E (isoforma a) y principales derivados (a-TOS) y dominios comprometidos en
actividades biolégicas. Tomada de Koudelka et al., 2015

Las isoformas naturales de la vitamina E exhiben una gran homologia estructural y tienen
funciones similares, por ejemplo, la actividad antioxidante. Las propiedades antioxidantes de
las isoformas de la vitamina E se le han atribuido a su anillo heterociclico 6-hidroxicromano,
responsable de la actividad scavenger de radicales y radicales provenientes de lipidos
peroxidados (Burton y Ingold, 1986; van Acker et al., 1993). Sin embargo, numerosos estudios

también sugieren que poseen actividades biologicas distintas como anti-cancerigenas contra
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varios tipos de cancer incluyendo cancer de mama, préstata, pulmaon, colon, gastrico y ovérico
y se ha encontrado que afectan las vias de sefializacién involucradas en la supervivencia y
proliferacion regulando dichos procesos (Constantinou et al., 2012; Zingg & Azzi, 2004;
Andreadou et al., 2006; Engin, 2009). Por lo tanto, la investigacion en los ultimos afios se ha
centrado en las variaciones estructurales del dominio funcional de las isoformas naturales de la
vitamina E con el objetivo de mejorar la potencia pro-apoptética de estos agentes y mejorar su
biodisponibilidad. Los derivados sintéticos del a-tocoferol, como el a-TOS, han demostrado una
mayor potencia pro-apoptética y una accion anticancerigena en células tumorigénicas y
modelos animales (Neuzil, 2004; Zhao et al., 2007). La actividad anticancerigena de a-TOS
esta mediada a través de diversos mecanismos que implican la generacion de EROs (Wang et
al.,, 2005). Sin embargo, a pesar de estos excelentes resultados, el a-TOS tiene un
inconveniente para su aplicacion, ya que el compuesto presenta una baja solubilidad, que limita
su eficacia terapéutica. Interesantemente, se han realizado modificaciones quimicas del a-TOS,
como la conjugacion con polietilenglicol (PEG) que mejora la solubilidad y la biodisponiblidad
permitiendo el disefio de nuevas moléculas con una mayor solubilidad y capacidad de
induccién de apoptosis (Youk et al., 2005).

En este sentido, el a-tocoferol ha demostrado poseer la mejor biodisponibilidad y solubilidad
debido a su alta afinidad con la proteina de transferencia del a-tocoferol y su baja tasa
metabdlica, mientas que otras formas como la y- y d-tocoferol y el y-tocotrienol poseen mayor
actividad antinflamatorias comparadas con el a-tocoferol (Eidelman et al., 2004; Shen & Ji,
2012; Koufaki, 2016). Ademas, estas isoformas han mostrado que el efecto antiproliferativo se
presenta por induccién de la apoptosis y arresto del ciclo celular, mediada por la activaciéon de
las caspasas 9, 3y la ciclina D1 que conlleva al arresto del ciclo celular entre las fases G1y S
(Ju et al., 2010; Ling et al., 2012).

Otra de las ventajas del a-tocoferol con respecto a las otras isoformas, es que esta protegido
por una proteina transferencia de a-tocoferol (a-tocopherol transfer protein, a-TTP, por sus
siglas en inglés), la cual le permite que sea transportado hasta el higado donde es
metabolizado a través de CYP450 mediante w-hidroxilacion u oxidacién de la cadena lateral,
teniendo como metabolito final el 3’ carboxicromanol o el 2’-carboxietil-6-hidroxicromano y la
porcién de la vitamina E es también metabolizada por medio de sulfatacion en el higado (Jiang,
2014; Miyazawa et al.,2009; Meganatha y Fu, 2016; Manor y Morley, 2007).

Con el descubrimiento de la actividad antiproliferativa de los tocoferoles y sus analogos, lo

guimicos orgénicos se inspiraron en el desarrollo de rutas de sintesis y modificaciones con
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grupos funcionales que mejoraran su biodisponibilidad y solubilidad sin alterar su funcion
biolégica. Estas madificaciones llevaron al reconocimiento de una nueva familia de compuestos
denominados andlogos de la vitamina E (Vitamin E analogues, VEAs por sus siglas en inglés),
como el a-tocoferol succinato (a-TOS), un analogo soluble del a-tocoferol (a-TOH) y el a-
tocoferoxil-acido acético (a-TEA). (Angulo-Molina et al., 2014). Estudios con el analogo soluble
del a-tocoferol, y el a-TOS mostraron actividad anticancerigena, en células de cancer colorectal
via p21Wafl/Cipl, y en linea transformada de células T via c-JUN y la proteina de unién
nuclear AP1 que desencadenaron la apoptosis en estos modelos de cancer (Chinery et al.,
1997; Qian et al., 1997). Especificamente, el a-TOS, compuesto semisintético derivado de la
sustitucion de uno de los grupos hidroxilo de la cabeza del a-tocoferol-con un grupo succinato,
ha mostrado potentes propiedades antineoplasicas, sin embargo, una de las principales
limitaciones para su uso es su vulnerabilidad a las esterasas lo que dificulta su uso via oral
(Zingg, 2007). Asimismo, el a-TOS ha sido documentado, ademas, de inductor selectivo de la
apoptosis en células cancerosas, también como un mitocan que ataca especificamente el

complejo Il de la mitocondria, generando EROs (Neuzil et al.,2004; Neuzil et al., 2006).

Interesantemente, la modificaciéon quimica del a-TOS, ha permitido la formacién de nuevas
moléculas con mejores propiedades (v.gr. aumento de la solubilidad, mayor capacidad de
induccion de apoptosis). Por ejemplo, la conjugacién con polietilenglicol (PEG) mejora la
solubilidad y la biodisponiblidad (Youk et al., 2005).

5.3 El D-a-tocoferol succinato (TPGS) en la terapia de la LMC

Uno de los derivados mas utilizados del a-TOS es el conjugado con el polietilenglicol 1000,
denominado TPGS (D-o-tocoferol polietilenglicol 1000 succinato). De hecho, el D-a-
tocoferol succinato (TPGS) es un derivado sintético de la vitamina E, soluble en agua, que es
capaz de potenciar la absorcién y la biodisponibilidad de ciertos farmacos y en afios recientes,
se ha empleado como surfactante no iénico que es capaz de formar micelas estables en
medios acuosos en concentraciones menores al 0,02% (peso/peso) (Guo et al., 2013; Palao-
Suay et al., 2015). EL TPGS se sintetiza a partir de la esterificacién del a-TOS con el PEG
(generalmente con un peso molecular de 1000) (Youk et al., 2005), es asi que la molécula
completa de TPGS tiene un peso molecular medio de 1513 (Zhang et al., 2010; Zhang et al.,
2012). Estructuralmente, el TPGS es una molécula anfifilica, con una cola alquilica lipofilica (a-

tocoferol) y una cabeza polar hidréfila (PEG1000) (Figura 14). A temperatura ambiente tiene la
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apariencia de un sdlido ceroso y puede disolverse completamente en agua (Wu y Hopkins,
1999; Neophytou & Constantinou, 2015). Es importante destacar que la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (Duhem et al., 2014), asi como la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), ya han aprobado el TPGS como un
adyuvante farmacéutico seguro usado para la formulaciéon de farmacos y han estimado los
limites de seguridad con fines de investigacion (Neophytou et al., 2014). De manera
interesante, en 2005 el grupo de Youk y colaboradores demostraron que el TPGS, usado como
agente Unico, era capaz de eliminar las células tumorales en un modelo in vitro de carcinoma
pulmonar, a través de la formacion de EROs y la posterior induccion de apoptosis en las células
malignas. Adicionalmente, se demostré que el TPGS es mas potente y efectivo que el a-TOS
(Youk et al., 2005). El TPGS también puede actuar de forma sinérgica con otros medicamentos
anticancerigenos induciendo apoptosis, (Mi et al., 2011). De igual forma, se ha sugerido que el
mecanismo de accién antiproliferativo del TPGS puede estar relacionado con un ataque
selectivo a la mitocondria (mitocan), que finalmente desencadenara un proceso de muerte
celular por apoptosis, este posible mecanismo se propone gracias a la informacion que existe
respecto a otros derivados de la vitamina E, con estructura quimica similar (Youk et al., 2005).
Respecto a otros derivados de la vitamina E, se ha descrito que TPGS induce apoptosis y

genera especies reactivas de oxigeno de forma mas efectiva que el a-TOS (Youk et al., 2005).
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Figura 14. Estructura quimica del D-a-tocoferol polietilenglicol 1000 succinato (TPGS). Tomado de Guo et al. (2013)

A pesar de los avances de los mecanismos de accion del TPGS en células cancerigenas, las
caracteristicas y blancos biol6gicos de cada uno de los grupos funcionales de la molécula no
han sido explorados a profundidad, no se ha descrito completamente el mecanismo molecular
por el cual la molécula actla una vez ingresa a la célula y ataca la mitocondria en la mayoria de

los modelos estudiados de cancer.
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Estudios posteriores han descrito resultados prometedores en modelos in vitro de céncer
prostatico y cancer de seno (Constantinou et al., 2012; Neophytou et al., 2014). Asimismo, a
pesar que los resultados previos indican que el TPGS es capaz de inducir ambas vias de la
apoptosis (dependientes e independientes de las caspasas) (Constantinou et al.,, 2012), el
mecanismo preciso mediante el cual ejerce sus propiedades anti-tumorales esta adn bajo
investigacion. Interesantemente, estudios recientes realizados por Ruiz-Moreno &
colaboradores en el 2016 demostraron que el TPGS induce selectivamente apoptosis mediada
por EO en el modelo de la linea celular Jurkat de leucemia linfoblastica aguda (LLA) (Ruiz-
Moreno et al. 2016). A pesar de los buenos hallazgos obtenidos con el TPGS en el modelo in

vitro de LLA, hasta la fecha, se desconoce su potencial anti-tumoral en la LMC.

Con el conocimiento de las ventajas del reposicionamiento del farmaco en cuanto a la
seguridad, a los bajos costos y facilidad para adquirir la molécula, ademas de su versatilidad y
posible efecto sinérgico con otro tipo de farmacos quimioterapéuticos posicionan al TPGS como
una molécula prometedora para su evaluacion en estudios preclinicos como alternativas
terapéuticas para los pacientes con LMC resistentes 0 con mala respuesta al tratamiento, que
permitan mejorar la calidad de vida de los pacientes con esta resistencia a los tratamientos
convencionales. Por lo anterior, nos proponemos evaluar la capacidad anti-leucémica del TPGS
como molécula de reposicionamiento en el modelo in vitro K562 de LMC de mal prondstico,
permitiendo modelar mutaciones que posiblemente generen pobre respuesta a los tratamientos
y determinar el papel del EO como un mediador efectivo para la eliminacion de estas células

cancerosas.
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CAPITULO 6: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La leucemia es un trastorno hematolégico que ocupa el décimo lugar entre los tipos de cancer
con mayor incidencia y mortalidad en el mundo. La LMC afecta globalmente a 100.000
personas cada afio, con una prevalencia superior al 15 % entre todas las leucemias. En
Colombia, se espera que la poblacion que padece LMC se incremente a 3200 personas para el
2021, este aumento en casos, junto con los altos costos del tratamiento de los pacientes

convierten esta enfermedad en un problema de salud publica en nuestro pais.

El tratamiento méas efectivo para la leucemia mieloide crénica en la actualidad, son los
inhibidores de tirosina quinasa, que compiten por el sitio de unién del ATP en la quinasa BCR-
ABL y de esta manera impide que fosforilen otras proteinas. El imatinib o Gleevec, fue el
primero en desarrollarse, desafortunadamente algunos pacientes presentan nuevas mutaciones
en la proteina, mostrando resistencia al tratamiento con inhibidores de tirosina quinasa de
segunda y tercera generacion. Adicionalmente, el imatinib es un medicamento con un costo
elevado y el tratamiento con este farmaco es vitalicio. Esto significa, que para el 2021, méas de
3200 personas en Colombia dependeran de la administracion diaria de imatinib por el resto de
su vida, lo cual representa grandes costos para la familia y el sistema de salud. De manera
preocupante, hasta el momento, el imatinib le ha costado 400 mil millones de pesos al sistema
de salud colombiano, por lo que surge la necesidad de estrategias alternativas que abaraten

costos ante la problemética creciente que se presenta en el panorama nacional.

Teniendo en cuenta que un 15 a 20% de los pacientes son resistentes o refractarios al
tratamiento con imatinib (Hochhaus et al., 2017; Shibata et al., 2019), y el elevado costo del
medicamento actual, se hace necesario el estudio de nuevas estrategias terapéuticas de
reposicionamiento que disminuyan los costos del tratamiento y mas importante aun, disminuyan
la resistencia que han presentado algunos pacientes al tratamiento con imatinib y los

inhibidores de tirosina quinasa de segunda y tercera generacion.

La estrategia del reposicionamiento de farmacos ofrece grandes beneficios sobre el desarrollo
tradicional de farmacos como fue descrito anteriormente (principalmente en la reduccion en el
tiempo y costo de evaluacion de los principios activos) (Gupta et al., 2013; Oprea et al., 2011).
Son mudltiples los farmacos y los mecanismos de accion que presentan potencial como agentes

terapéuticos en el tratamiento de la LMC; sin embargo, aquellos farmacos que son capaces de

61



inducir la muerte de las células cancerosas por apoptosis, representan una alternativa

interesante para el tratamiento de LMC.

Es por esto, que el estudio de moléculas con actividad prooxidante es considerado una
oportunidad importante para implementar terapias efectivas en el tratamiento de la LMC.
Dentro de los compuestos que ya han sido aprobados para su uso en humanos, pero que aun
no se les ha dado una aplicacién en la LMC se encuentran el TPGS. En este sentido, el TPGS
(D-a-tocoferol polietilenglicol succinato) es un derivado sintético de la vitamina E, con
caracteristicas anfifilicas, soluble en agua, que es capaz de potenciar la absorcion y la
biodisponibilidad de ciertos farmacos y en afios recientes, se ha empleado para la construccion
de sistemas para el suministro de farmacos en modelos de cancer de mama e higado (Li. et al.,
2019; Chen et al., 2020). De igual forma, ha mostrado capacidad de inducir apoptosis en otros
tipos de cancer como colon, préstata y en un modelo in vitro de LLA (mediante induccién de

estrés oxidativo y activacion de moléculas pro-apoptéticas (Ruiz-Moreno et al., 2016).

De acuerdo al potencial que representa este compuesto dentro del desarrollo de farmacos
efectivos para combatir la LMC en pacientes resistentes a los medicamentos convencionales,
resulta justificado investigar si el TPGS es capaz de eliminar las células leucémicas de manera

efectiva permitiendo registrar un precedente para su posterior evaluacion en modelos animales.

6.1. Pregunta de investigacion

¢Podria el TPGS inducir apoptosis en células K562 y ser utilizado como una alternativa

terapéutica para la leucemia mieloide crénica?
6.2. Hipotesis

El TPGS induce apoptosis en células cancerosas mediada por mecanismos de sefalizaciéon

desencadenados por estrés oxidativo en un modelo in vitro de leucemia mieloide crénica.
6.3. Objetivo general

Determinar la capacidad del TPGS en la induccién de apoptosis en un modelo in vitro de

leucemia, como potencial agente terapéutico en el tratamiento de la LMC.
6.4. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto citotéxico del TPGS sobre el potencial de membrana mitocondrial, ciclo

celular y la integridad nuclear en el modelo de K562.
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2. Evaluar el efecto prooxidante del TPGS sobre la producciéon de EROs y la oxidacion de

proteinas sensoras de EO en el modelo de K562.

3. Determinar el efecto sefializador del TPGS sobre proteinas de muerte/supervivencia
mitocondrial BAX, BCL-2 y PUMA en el modelo de K562.

4. Determinar el efecto activador del TPGS sobre proteinas de factores de transcripcién y
efectores de muerte c-JUN y CASPASA 3 en el modelo de K562.

5. Evaluar el efecto proapoptotico del TPGS e inhibicion farmacolégica in vitro de efectores de
muerte (CASPASA-3 y JNK) y antioxidantes en la induccién de apoptosis en el modelo de
K562.
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CAPITULO 7: DESARROLLO DE LOS OBJETIVOS DE LA INVETIGACION

7.1. MATERIALES Y METODOS.
7.1.1. Cultivo de la linea celular K562 y reactivos

Las células K562 (ATCC, Numero de catalogo CCL-243TM; Manassas, Virginia, USA) fueron
cultivadas de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Las células en suspensiéon (1x10°
células/pozo en 1mL de volumen final) se expusieron a concentraciones incrementales de D-a-
tocoferol polietilenglicol 1000 succinato (TPGS, CAS Number 9002-96-4, Sigma Aldrich, St
Louis, Missouri, USA) en concentraciones (TPEN 10, 20, 40, 60 y 80 uM) segun Ruiz-Moreno et
al. (2016), preparado a partir de una solucion en PBS almacenada a -20°C en alicuotas, en
ausencia o presencia de diferentes productos de interés (antioxidante, N-acetilcisteina, NAC; y
los inhibidores de CASPASA 3 (1-(4-metoxibenzil)-5[2-(piridin-3-il-oximetil) pirrolidina-1-
sulfonyl]-1H-indol-2,3-diona, NSCI; inhibidor de JNK (1,9- pirazolantrona), SP600125) durante
24h a 37°C. 3,3"- yoduro de dihexiloxacarbocianina (DiOC6(3)), cat # D-273, Thermo Fisher
Scientific Inc.) y 1,9- pirazolantrona (SP600125, cat # 420119) fueron comprados en
Calbiochem (Merck Millipore). 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH2-DA) se adquirié en
Invitrogen. Yoduro de propidio fue adquirido de BD Bioscience (San Jose, CA). Otros reagentes

fueron comprados en Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA).

7.1.2. Andlisis del potencial de membrana mitocondrial (A m) utilizando citometria de
flujo

Células en suspension (1x106 células/pozo en 1mL de volumen final) se expusieron a
concentraciones incrementales de TPGS (10-80 uM) por 24 h a 37°C. Para evaluar el AWYm, se
incubaron células (1x10°) durante 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad con el
colorante lipofilico catiénico 3,3- yoduro de dihexiloxacarbocianina [(DIOC6(3), 10 nM
concentracion final] (Calbiochem, Darmstadt, Germany; cat # D-273) y el agente intercalante
yoduro de propidio (PI, 12.5ng/mL, concentracion final) de acuerdo a Ruiz-Moreno et al. (2018).
El AWYm fue medido por la retencién de DIOC6 (3), el cual es incorporado selectivamente por la
mitocondria y refleja el mantenimiento de AWm (ex. 450-490 nm, em. 515 nm). Las células se
analizaron en un citometro LSRFortessa (BD Biosciences, San Jose, CA). Estos experimentos
se realizaron tres veces por duplicado, adquiriendo 10000 eventos para el andlisis. El programa

FlowJo 7.6.2. se utilizé para obtener todos los datos cuantitativos.
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7.1.3. Evaluacion morfolégica de la muerte celular empleando microscopia de
fluorescencia

Células en suspensiéon (1x10° células/pozo en 1mL de volumen final) se expusieron a
concentraciones incrementales de TPGS (10-80 uM) por 24 h a 37°C. Los nucleos fueron
tefidos durante 20 minutos con el colorante Hoechst 33342 (1 uM) a 37°C en oscuridad. Los
andlisis de microscopia de fluorescencia y cuantificacion de morfologia apoptética como
condensacion de la cromatina (morfologia nuclear tipo 1) y fragmentacion (morfologia nuclear
tipo 1) se realizé con un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiostart 50 con una camara Zeiss
AxioCam Cml (Zeiss Wohlk-Contact-Linsen, Gmb Schcénkirchen, Alemania). El ajuste de
imagenes obtenidas se realizé con el software del proveedor (ZEN 2 Core) acorde a Rojas-
Valencia et al. (2017)

7.1.4. Determinacion de la fragmentacion del ADN y andlisis del ciclo celular por
citometria de flujo

La fragmentacion del ADN se determind utilizando una solucién hipoténica de yoduro de
propidio (PI) BD Bioscience, San Jose, California, USA) como se describe en Rojas-Valencia et
al. (2017). Brevemente, se usaron células en la fase sub-GO0 del ciclo celular como marcadores
de apoptosis y fragmentacién nuclear. Después del tratamiento en presencia o ausencia de
TPGS (10-80 uM), células (3x10°) se lavaron dos veces con una solucién de PBS (pH 7.2) y se
almacenaron en etanol 95% durante toda la noche a -20°C. Posteriormente, las células fueron
lavadas y suspendidas en 500 pL de una solucion que contiene Pl (50 pg/ml), RNasa A (100
pug/ml), EDTA (50 mM), and Triton X-100 (0.2%) por 30 minutos 37 °C. Se analiz6 para
determinar la fluorescencia del Pl en la suspensién de células utilizando un citbmetro de flujo
LSRFortessa (BD Biosciences, San Jose, CA). Los datos cuantitativos de contenido de ADN y
poblaciéon subG1 se obtuvieron utilizando el software de andlisis de datos FlowJo 7.6.2.

7.1.5. Evaluacion de los niveles de peréxido de hidrégeno intracelular (H,O,) utilizando
citometria de flujo

El H,O, se determind con la sonda fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (1 uM,
DCFH2-DA). Brevemente, después del tratamiento en presencia o ausencia de TPGS (10-80
uM), células (3x10°) se incuban durante 30 minutos a 37°C en la oscuridad acorde a Mendivil-
Pérez et al. (2012). Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS y se determind la

fluorescencia de DCF usando un citometro de flujo LSRFortessa (BD Biosciences, San Jose,
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CA). La evaluacion se repiti6 dos veces en experimentos independientes. Los datos

cuantitativos y las cifras se obtuvieron utilizando el software de andlisis de datos FlowJo 7.6.2.

7.1.6 Evaluacién de la actividad antioxidante y farmacoldgica en conjunto con TPGS en
células K562.

Células K562 en suspension (1x10° células/pozo en 1mL de volumen final) se trataron en
presencia o ausencia de TPGS (10-80uM) solo o en combinacion con el antioxidante N-acetil-L-
cisteina (NAC, 1mM) o los inhibidores de CASPASA 3 (1-(4-metoxibenzil)-5[2-(piridin-3-il-
oximetil) pirrolidina-1-sulfonyl]-1H-indol-2,3-diona (NSCI, 10uM), inhibidor de JNK (1,9-
pirazolantrona) (SP600125, 1uM) de acuerdo a Soto-Mercado et al. (2020) a 37°C durante 24
h. A estas células se le evalu6 AWm utilizando citometria de flujo. El ensayo se repiti6 dos

veces en experimentos independientes.

7.1.7. Evaluacion de la oxidacion del sensor de estrés oxidativo (DJ1-OX) y el marcador
de muerte (CASPASA-3) empleando citometria de flujo

Los datos de citometria de flujo para determinar los porcentajes células doble positivas DJ-1
oxidado/CASPASA-3 se tomaron usando células K562 en suspension (1x10° células/pozo en
1mL de volumen final) tratadas en presencia o ausencia de TPGS (10-80uM), fijadas en 95%
de etanol, lavadas e incubadas simultdneamente con el anticuerpo primario anti-DJ-1 oxidado
(1:500) y anti-CASPASA-3 (Millipore, cat #AB3623) antibodies primary antibodies (1:500) a 4°
C durante toda la noche acorde a Soto-Mercado et al. (2020). La suspension fue lavada e
incubada con anticuerpos secundarios DyLight 594 donkey anti-rabbit y DyLight 488 donkey
anti-mouse (1:500). Finalmente, se lavaron las células y se resuspendieron en PBS para el
andlisis en el citometro de flujo LSRFortessa (BD Biosciences, San Jose, CA), adquiriendo
10000 eventos para el andlisis. El programa FlowJo 7.6.2. se utiliz6 para obtener todos los

datos cuantitativos.

7.1.8. Evaluacion de factores de transcripcion y marcadores pro-apoptoticos utilizando
Western blot

Células K562 en suspension en presencia o ausencia de TPGS (10-80uM) se lisaron en buffer
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, con cloruro de sodio 150 mM, Igepal CA- 630 (NP-40) al 1,0% y
dodecil sulfato de sodio al 0,1% y un cdctel inhibidor de proteasa (1nM PMSF) (Sigma-Aldrich).
Todos los lisados se cuantificaron utilizando el ensayo de &cido bicinconinico (Thermo Scientific

cat n° 23225) y se cargaron 30 pg de proteinas en geles de poliacrilamida al 10% y 12%, y se

66



transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham Biosciences) a 270 mA
durante 90 min usando sistema de transferencia electroforética (BIO-RAD). Las membranas se
incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpos primarios. Para las sefiales proapoptéticas
se utilizaron anticuerpos p-c-JUN (S63/ 73) (cat # sc-16312) and CASPASA-3 (Millipore, cat
#AB3623) (1:5000). Las sefiales de muerte mitocondriales se determinaron con los anticuerpos
policlonales de conejo BAX (cat # sc-493) y PUMA (cat # ab-9643) y BCL-2 (cat#13-8800,
Thermofisher) (1:5000). Se utiliz6 anticuerpo anti-actina (1:10.000, n° de cat. MAB1501,
Millipore) como control de la expresion de acuerdo a Soto-Mercado et al. (2020). Anticuerpos
infrarrojos secundarios (IRDye 680CW donkey anti mouse y IRDye800CW donkey anti-rabbit, y
donkey anti-goat; LICORBIOSciences) 1:10,000 se utilizaron como sondas secundarias, los
datos se adquirieron mediante el uso del software Odyssey Infrared Imaging System. Para el
calculo de las intensidades de fluorescencia se utilizé el programa ImageJ y los experimentos

se realizaron dos veces en experimentos independientes.

7.1.9. Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el analisis Student-t o ANOVA de una via,
seguido de la comparacion post-hoc de Tukey calculada con el software cientifico GraphPad
Prism 6 (GraphPad, Software, Inc. La Jolla, CA, EE. UU.). La significancia estadistica fue
aceptada en *p <0.05, ** p <0.005 y *** p <0.001.
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7.2 RESULTADOS DE LA INVESTIGACION.

7.2.1. Efecto citotoxico del TPGS sobre la alteracion del potencial de membrana
mitocondrial e induccion de fragmentacion de ADN.

Como se muestra en la Figura 1, TPGS induce significativamente la fragmentacién del nacleo

(Fig. 1A vs Fig. 1B y Fig. 2A), ademas genera una despolarizacion de la mitocondria de forma

dependiente de la concentracion (Fig. 1C-E) y arresto del ciclo celular (Fig. 2B), de forma

dependiente de la concentracion. A partir de la concentracion de 40 uM, se observa una

induccién de ~40% de apoptosis en las células K562, llevandola hasta un ~56% cuando se

duplica esta concentracion (80 uM). Por lo tanto, se seleccionaron las concentraciones de 40 y

60 uM para los siguientes experimentos.
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Figura 1. EL TPGS induce pérdida de AWm en células K562 y fragmentacion nuclear en células K562 de forma dependiente
de la concentracién. Células K562 (1x10° células /pozo) se dejaron sin tratar (-) TPGS o fueron tratadas con concentraciones
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incrementales de (+) TPGS (10-80 uM) a 37°C por 24h. Después de este tiempo, las células se tifieron con Hoechst (ex 354nm, em
442nm) y DiOCqg(3) (ex 484, em 501) (A) Micrografia fluorescente representativa mostrando las células K562 sin tratamiento, con
nlcleos normales. (B) Micrografia fluorescente representativa mostrando células tratadas con TPGS (80 uM) mostrando
fragmentacion nuclear. (C) Grafico de contornos representativo donde se muestra que TPGS induce perdida de AWYm de forma
dependiente de la concentracién evaluado por citometria de flujo de acuerdo con lo descrito en Materiales y métodos, (D)
Histograma representativo de la disipacion de AWm (barras negras). (E) Histograma representativo de la captacion de yoduro de
propidio (PI1) (barras naranjas)
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Figura 2. El TPGS induce fragmentacion nuclear y arresto del ciclo celular en fase S. (A) Histograma representativo
mostrando la poblacién sub-G1 indicativo de la fragmentacién del ADN. (porcentaje de la media + 5% de la SD de tres
experimentos independientes. (B) Histograma representativo del ensayo de ciclo celular mostrando que TPGS induce aumento de
la poblacién en fase S en concentraciones entre 40-60 uM realizado acorde a Materiales y métodos.
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7.2.2. Efecto prooxidante del TPGS sobre la proteina sensora DJ-1 y la formacion de

peréxido de hidrégeno (H,0,).

Como se muestra en la figura 3, el TPGS induce la generacion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) de forma dependiente de la concentracién, aumentando la intensidad de
fluorescencia en la células K562 (Fig. 3). Para confirmar que TPGS induce EROSs,
especificamente la generacion de H,O,, se examinaron los niveles del H,O, y su actividad
prooxidante sobre la proteina antioxidante, barredora y sensora de EO DJ1(Cys106) (Kinumi et
al., 2004) (Fig. 3). Como se ilustra en la figura 4 el TPGS efectivamente, provoca oxidacion de
la proteina DJ-1(Cys-106) (Fig. 4) comparado con las células K562 en ausencia del TPGS y
gue esta oxidacién se da como resultado de la generacién del H,O, porel TPGS (Fig.3). Estas
observaciones soportan que el EO, especificamente el H,O, es producido por el TPGS (Fig.3),
lo cual es confirmado con la utilizacién del NAC un compuesto antioxidante clasico, que reduce
la oxidacion de DJ-1(Cys-106) cuando las células K562 se encuentra expuesto a TPGS y de
igual forma, con la dramatica reduccién de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
gue se observa en la Figura 5.
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Figura 3. El TPGS induce la generacién de especies reactivas de oxigeno (EROs) en células K562, de forma dependiente
de la concentracion. Células K562 se incubaron en presencia o ausencia de TPGS (10-80uM) durante 24h. Histogramas
representativos del porcentaje de células DCF+ tratadas con TPGS realizado de acuerdo a la seccion de “Materiales y métodos”,
mostrando un aumento de los niveles de células K562 DCF+.
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Figura 4. EL TPGS induce oxidacién de la proteina DJ-1 y activacién de CASPASA-3 células K562 de forma dependiente de
la concentracién. Células K562 (1x106 células /pozo) se dejaron sin tratar o fueron tratadas con concentraciones incrementales
de TPGS (10-80 uM) a 37°C por 24h. (A). Grafico de contornos representativo mostrando la poblacién doble positiva DJ-
1ox/CASPASA-3 (cuadrante B) (B). Cuantificacion de los porcentajes de la poblacion doble positiva mostrada en A.
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Figura 5. El antioxidante NAC previene la pérdida del AYm inducido por TPGS en células K562. Células K562 (1x106 células
/pozo) se dejaron sin tratar o fueron tratadas con concentraciones incrementales de TPGS (10-80 uM) a 37°C por 24h en presencia
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0 ausencia del antioxidante NAC (1mM) (A) Gréafico de contornos representativo que muestra que TPGS en combinacion con NAC
previene la pérdida de AWm de forma dependiente de la concentracién empleando citometria de flujo de acuerdo a lo descrito en
Materiales y métodos, (B) Histograma representativo de la disipacion de AWm (barras negras). (C) Histograma representativo de la
captacion de yoduro de propidio (PI) (barras naranjas).

7.2.3 Efecto activador del TPGS en factores de transcripcion, proteinas proapoptéticas y
CASPASA-3 en K562

Posteriormente, se investigd si el TPGS era capaz de desencadenar la activacion de un panel
selecto de proteinas en respuesta a la apoptosis inducida por estrés oxidativo. Como se ilustra
en la Fig. 6A, TPGS induce la expresion del factor de transcripciéon c-JUN, y de la proteina
PUMA que se observa como un aumento significativo de la intensidad de fluorescencia en la
proteina fosforilada en el residuo de serina 63/73 para este factor y en los niveles de expresiéon
de la proteina pro-apoptotica PUMA (Fig. 6B, C) comparado con las células K562 en ausencia
del TPGS (Fig. 6A-C). Interesantemente, la combinacion del TPGS con el inhibidor selectivo de
la quinasa JNK (SP600125) recupera el potencial de membrana mitocondrial, comparado con
las células tratadas Unicamente con TPGS (Fig. 7A-B); sin embargo, el colorante de exclusiéon
yoduro de propidio (PI) continGa ingresando a la célula, lo que puede indicar que existe una

restauracion moderada de la membrana celular (Fig. 7).
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Figura 6. EL TPGS aumenta la expresion de PUMA y c-JUN fosforilada en células K562. Células K562 (1x106 células /pozo)
se incubaron en ausencia o presencia del TPGS a 40 y 60 uM a 37°C por 24h. (A) Niveles de expresion de PUMA y p-c-JUN por
western blot en ausencia o presencia de TPGS en extractos proteicos de células K562. (B) Cuantificacion de PUMA y (C) c-JUN
normalizada con la proteina ACTINA. Los valores expresados como la media + SD de dos experimentos independientes. *p <0.05,
** p <0.005 y *** p <0.001, comparado con las células sin tratamiento (0 pM)
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Figura 7. El inhibidor selectivo de JNK (SP600125) restaura el AWm afectado por TPGS en células K562. Células K562
(1x106 células /pozo) se incubaron en ausencia o presencia del TPGS con concentraciones incrementales de TPGS (10-80 yM) a
37°C por 24h en presencia o ausencia del inhibidor de JNK (SP600125, 1um) (A) Grafico de contornos representativo que muestra
que el TPGS en combinacion con SP600125 previene la pérdida de AWYm de forma dependiente de la concentracion por citometria
de flujo; de acuerdo a lo descrito en Materiales y métodos. (B) Histograma representativo de la disipacién de AWm (barras negras).
(C) Histograma representativo de la captacion de yoduro de propidio (PI) (barras naranjas)

También se evaluaron otras proteinas asociadas a la mitocondria, como BAX y BCL2, pero no

presentaron variaciones en su intensidad de fluorescencia en presencia de TPGS (Fig. 8).
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Figura 8. EL TPGS no afecta la proporcion de BAX/BCL-2 en células K562. Células K562 (1x106 células /pozo) se incubaron
en ausencia o presencia de concentraciones incrementales de TPGS (40 y 60 uM) a 37°C por 24h. (A). Figura ilustrativa que
muestra los niveles de expresion BCL2 y BAX por western blot en ausencia o presencia de TPGS en extractos proteicos de células
K562. (B) Cuantificacion de la proporcién BAX/BCL-2 , (C) BCL-2 y (D) BAX normalizada con la proteina ACTINA. Los valores
expresados como la media + SD de dos experimentos independientes. *p <0.05, ** p <0.005 y *** p <0.001, comparado con las
células sin tratamiento (0 pM).

Por otro lado, nos interesamos en evaluar si el TPGS podia activar la proteina ejecutora
CASPASA-3, y efectivamente el TPGS como se muestra en la figura 9, ocasioné un aumento
en la expresion de la CASPASA 3 es dependiente de la concentraciébn en comparacion a las
células no tratadas (Fig. 9 A,B). Adicionalmente, al tratar las células en combinacion con el
TPGS vy el inhibidor especifico de la CASPASA-3 (NSCI), se observd la recuperacion del
potencial de membrana mitocondrial comparado con las células tratadas solamente con TPGS
(Fig. 10 A-C), no obstante, el yoduro de propidio sigue entrando a la célula, lo que sugiere que

la recuperacion de la membrana celular es parcial (Fig. 10)
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Figura 9. EL TPGS aumenta la expresién de caspasa 3 clivada en células K562. Células K562 (1x106 células /pozo) se
incubaron en ausencia o presencia de TPGS con concentraciones de 40 y 60 uM a 37°C por 24h. (A). Figura ilustrativa que
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muestra los niveles de expresion de CASPASA-3 por western blot en ausencia o presencia de TPGS en extractos proteicos de
células K562. (B) Cuantificacién de los niveles de CASPASA-3 normalizada con la proteina ACTINA. Los valores expresados como
la media + SD de dos experimentos independientes. *p <0.05, ** p <0.005 y *** p <0.001, comparado con las células sin tratamiento
(0 pMm)
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Figura 10. El inhibidor selectivo de CAPSASA-3 (NSCI) restaura el AWm inducido por TPGS en células K562. Células K562
(1x106 células /pozo) se incubaron en ausencia o presencia del TPGS con concentraciones incrementales de TPGS (10-80 pM) a
37°C por 24h y en presencia o ausencia del inhibidor de CASPASA-3 (NSCI, 10um) (A) Grafico de contornos representativo que
muestra que TPGS en combinaciéon con NSCI previene la pérdida del AWm de forma dependiente de la concentraciéon por
citometria de flujo de acuerdo a lo descrito en Materiales y métodos, (B) Histograma representativo de la disipacion de AWm
(barras negras). (C) Histograma representativo de la captacion de yoduro de propidio (Pl) (barras naranjas)
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7.3. Discusion.

Este estudio reporta por primera vez el uso del TPGS como molécula Unica capaz de inducir la
muerte celular por apoptosis en células K562 mediada por estrés oxidativo, principalmente por
generacion de H,O,. Este mecanismo involucra la oxidacién del sensor de estrés oxidativo, la
proteina DJ-1, la activacion de quinasas que responden a H,O,, como JNK y factores de
transcripcion que promueven muerte como c-JUN, pérdida del potencial de membrana
mitocondria, activacion de proteinas proapoptéticas como PUMA y de ejecutoras como
CASPASA-3, llevando a la fragmentacion del ndcleo. Estudios previos de nuestra linea de
investigacion (Ruiz-Moreno et al.,, 2016; Ruiz-Moreno et al., 2018) y de otros autores
(Neophytou et al., 2014; Neophytou et al., 2019; Chen et al.,, 2020), mostraron que TPGS
induce apoptosis, presentando fragmentacion nuclear, afectacion de la mitocondria y activacion
de caspasas. Sin embargo, todavia no es conocido: ¢ Cudl es el mecanismo por el cual TPGS
entra a la célula? ¢(Cémo se da el metabolismo de la molécula una vez ingresa a la célula?

¢Cual es el mecanismo por el cual produce EROS y muerte celular por apoptosis?

De acuerdo a estudios previos, se ha demostrado que el TPGS usado en matrices de
nanoencapsulamiento ingresa a la célula, via endocitosis (Li et al., 2019; Dibaei 2019). Traber y
colaboradores (1988) realizaron un estudio con la molécula de TPGS donde lograron la
funcionalizacion del a-tocoferol succinato con PEG, el cual le confiri6 propiedades nuevas a la
molécula, permitiéndole la entrada a la célula sin necesidad de receptores, ni de proteinas de
union u otros modos de transporte; contrario a lo que se ha reportado previamente para
moléculas con alta hidrofobicidad como lipidos y la vitamina E, que requieren su
empaguetamiento en quilomicrones y proteinas de transporte (Lauridsen & Jensen, 2012). Es
posible que, por su naturaleza hidrofilica, requiera de canales en la membrana que le permita

su internalizacion; sin embargo, este mecanismo se desconoce actualmente.

Se sugiere que una vez la molécula entra a la célula, sufre un proceso de hidrélisis por medio
de esterasas, separandose el PEG-succinato (polietilenglicol) del a-tocoferol (Figura 11) (Yan et
al., 2007). Otra posibilidad, es el corte en el enlace éster entre el PEG y el a-tocoferol

succinato, separando estos dos componentes (Grimaudo et al., 2018).
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Figura 11. Esquema del procesamiento que sufre el TPGS al entrar a la célula. Tomado de Yan et al., (2007)

En este contexto, el PEG es uno de los biomateriales mas ampliamente utilizados para la
funcionalizacién de proteinas y particulas que aumenta la solubilidad y biodisponibilidad, e
impide el aclaramiento al dificultar el acceso de los anticuerpos y de las enzimas cataliticas que
pretendan degradar la proteina funcionalizada (Veronese & Pasut, 2005). Se reporta que el
PEG es un material biodegradable y que se comporta como una molécula inerte, por lo que no
presentaria blancos celulares importantes entre los cuales pueda cumplir alguna funcién
(Wenande et al., 2016). No obstante, existe controversia respecto a los mecanismos por los
cuales esta molécula puede ser degradada y a su vez, los procesos que puedan desencadenar
los productos de esta degradacion y su supuesta inmunogenicidad (Schellekens et al., 2013).
Ulbricht y colaboradores (2014) plantean que, intracelularmente, el PEG puede sufrir
degradacion a través de su reaccidon con las EROs y el nitrégeno presentes en las células,
principalmente en las células fagociticas; refieren, ademas, que no se encuentra bien
establecido el efecto biologico que pueda tener estas modificaciones estructurales del PEG

producidas por EROs.

La vitamina E es conocida por sus multiples papeles en la célula, resaltando su capacidad

antioxidante (Niki, 2014). Se ha reportado que la vitamina E juega un papel fundamental para la
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fluidez, estabilidad y resistencia al estrés oxidativo de las membranas celulares, incluyendo la
membrana mitocondrial (Wang & Quinn, 1999; Wang & Quinn, 2000; Miyazawa et al., 2019); es
importante resaltar que se ha descrito previamente que existe una cantidad considerable de
vitamina E que se incorpora a las membranas mitocondriales, y que esto podria explicar la

actividad como mitocan de sus derivados (Neuzil et al., 2007).

El corte de las esterasas puede liberar dos compuestos activos de importancia, dependiendo
del sitio de corte: En dosis altas, la vitamina E exhibe actividad prooxidante (Pearson et al.,
2006; Kondakg! et al., 2013) y el a-tocoferol succinato, este se ha relacionado como Mitocan,
inhibiendo la cadena transportadora de electrones, generando una disminucién de la
disponibilidad de ATP, fuga de protones y un aumento en la formacion de EROs (Neuzil et al.,
2001a; Weber et al., 2002; Stapelberg et al., 2005; Dong et al., 2011). Interesantemente, en
estos Ultimos estudios se evidencio esta actividad de mitocan. A la fecha, no se encontraron
estudios que indiquen cudl de los cortes se favore, sin embargo, por los resultados presentados
durante esta investigacion sugerimos que el a-tocoferol succinato tiene mayor relevancia como
molécula terapéutica, producto derivado del TPGS. De hecho, el aumento en la formacion de
EROs y EO a partir del TPGS vy el a-tocoferol succinato es una consecuencia conocida y
ampliamente documentada (Weber et al.,, 2003; Stapelberg et al., 2005; Swettenham et al.,
2005; Wang et al., 2005; Dong et al., 2008). Estos hallazgos estan en concordancia con los
resultados obtenidos en el modelo celular de K562 expuestas al TPGS, en donde se presento
un aumento moderado y significativo de EROs. Este aumento esta asociado generalmente a
afectaciones mitocondriales, que es el principal organelo productor de estas especies reactivas
(Zorova et al., 2018)

Como se ha descrito en la literatura cientifica el principal blanco celular del TPGS y sus
productos metabdlicos es la mitocondria. La mitocondria en células cancerosas se caracteriza
por la sobreproduccién de EROs, las cuales promueven el desarrollo del cancer induciendo
inestabilidad gendmica, modificando la expresion de genes y participan en diferentes vias de
sefializacion (Yang et al., 2016). La gran cantidad de funciones en las cuales se involucra la
mitocondria han sido utilizados para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas (Prasad et al.,
2016). Actualmente, se conoce y reconoce que la mitocondria, principal fuente de produccion
de energia y sitio clave regulador de los procesos de apoptosis se presenta como un blanco
terapéutico efectivo que provee la selectividad necesaria para la aplicacién de terapias anti-
cancer (Neuzil et al., 2001a). Se ha propuesto que el succinato presente en el a-TOS es capaz

de interactuar con el complejo Il mitocondrial, especificamente en el sitio Qp, por su similaridad
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estructural con la ubiguinona (UbQ), actia como un inhibidor competitivo del sitio de union de
UbQ al complejo II, impidiendo la transferencia de electrones a través de la cadena (Figura 12)
(Dong et al., 2008). Dentro del contexto de este trabajo, el TPGS genera un alto estrés en la
mitocondria, que se refleja en la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Fig 1) y la
activacion de mecanismos de muerte celular (Fig 6-10), posiblemente por la via intrinseca, ya
gue hablamos de un estimulo intracelular que afecta especificamente a la mitocondria,

organelo vinculado a este tipo de muerte principalmente.
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Figura 12. Esquema del mecanismo y sitio de inhibicion en la cadena transportadora de electrones por el a-TOS.
Modificada de Dong et al., 2008 y Kluckova et al., 2013

En este estudio, el aumento de la formacion de EROs se vio confirmada por la oxidacion de la
proteina DJ-1, la cual se ha considerado como biomarcador de EO, principalmente estudiado
en la enfermedad de Parkinson (Antipova & Bandopadhyay, 2017; Hijioka et al., 2017). La
proteina DJ-1 se encuentra en una region que ha mostrado ser un hot spot para alteraciones
cromosomicas que se han relacionado con diversos tipos de tumor como la leucemia aguda,
hepatocarcinoma celular, cancer de mama, de ovario y pulmén, entre otros (Cao et al., 2015).
Esta proteina tiene una gran cantidad de funciones, entre las mas destacadas se encuentra la
respuesta al estrés oxidativo (Wilson et al.,, 2011, Cao et al.,, 2017) con una actividad
antioxidante, que ha permitido proponerla como una proteina sensora de EO (Drapalo et al.,
2018; Vavougios et al., 2018). Esta actividad se debe principalmente a la funcion scavenger de
EROs, barriendo principalmente H,O,, esto produce una oxidacion en los residuos de cisteina
de los dimeros de proteina (Kinumi et al., 2004). El papel de DJ-1 en lineas celulares de

leucemia como K562, HL60 y muestras de pacientes con leucemia aguda fue evidenciado por
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Liu y colaboradores (2008), mostrando que en estos modelos de cancer puede promover la
proliferacion y supervivencia celular en la progresién y aparicion de la leucemia (Liu et al.,
2008), lo que muestra la gran importancia de evaluarla en el modelo celular in vitro, como
proteina de interés durante la activacién de una cascada de eventos moleculares que culmina
en la muerte celular por apoptosis de las células leucémicas K562 a través de un mecanismo

liderado por la afectacién mitocondrial y la formacién de EROs.

Ademés, DJ-1 es capaz de estabilizar la funcion mitocondrial, promoviendo la supervivencia
celular, actuando como un agente citoprotector y reduciendo el estrés oxidativo (Canet-Avilés et
al., 2004; Li et al.,, 2012; Tanti et al., 2015) este punto es importante cuando se trata de la
respuesta de células cancerosas a tratamientos (Mo et al., 2008; Zeng et al., 2011; Chen et al.,
2012; Ismail et al., 2015). Estos hallazgos resultan importantes para el presente trabajo de
investigacion, ya que muestra que la funcién de DJ-1 a través de su oxidacion por parte de
EROs, es sensibilizar las células al EO, y por lo tanto, permite inducir la muerte celular en
células resistentes como las K562. Adicionalmente, revela la importancia de la formacion de
EROs dentro del modelo, ya que se observé un aumento significativo de la oxidacion de DJ-1,

acompafado con la activacion de la proteina CASPASA-3 (Fig 4).

Con las observaciones realizadas, se sugiere que TPGS es una fuente importante de EROs,
especificamente, se demostr6 que TPGS genera H,O, (Fig 3). Dos hallazgos apoyan esta
conclusion, el primero es la deteccion de la proteina DJ-1 oxidada en el aminoacido Cys 106
(Fig 4). Se ha demostrado que la Cys 106 es el residuo aminoacidico mas sensible a la
oxidacién por H,O, (Kinumi et al., 2004), se ha mostrado que esta reaccion es especifica y por
lo tanto, la DJ-1 oxidada podria considerarse como un marcador sensible al estrés oxidativo
intracelular. El segundo es la reduccién significativa de la pérdida del potencial de membrana

cuando las células fueron tratadas con TPGS y el antioxidante NAC.

Consecuentemente, se ha demostrado que la quinasa N-terminal de Jun (JNK) es una quinasa
multifuncional que cumple roles en la modulaciéon de sefializacion redox celular, y papeles
duales entre la progresion y regresion de tumores, entre estas, la inducciéon de apoptosis (Wu
et al., 2019), esta puede activarse cuando se presenta aumento de EROs celular, y una vez
activa puede fosforilar multiples sustratos ademas de c-JUN, entre estos, proteinas de la familia
BCL-2 como BAX, BIM, BAD, promoviendo asi la muerte celular por apoptosis mediada a
través de la mitocondria (Bogoyevitch & Kobe, 2006). La fosforilacion del factor de
transcripcion c-JUN en los residuos de serina 63 y 73 es una medida indirecta de la funcién de

la quinasa JNK (Tournier, 2013), asi, c¢-JUN activa la transcripcion involucrada en regulacion
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del ciclo celular, proliferacién y aparicion de tumores, diferenciacion y apoptosis (Leppd &
Bohmann, 1999; Meng & Xia, 2011; Wu et al., 2019). Particularmente, JNK presenta un
importante papel en la induccion de muerte celular por apoptosis en este modelo, demostrado
por las observaciones experimentales utilizando el inhibidor selectivo de JNK (SP600125),
donde las células no presentaron pérdida del AWm posterior al tratamiento (Fig 7A-B), sin
embargo, presentaron un aumento de la captacion de Pl (Fig 7C), que implica un compromiso
de la membrana celular, sugiriendo que TPGS podria inducir dafios en la membrana
plasmatica, este fenotipo se ha visto relacionado a muerte celular por necrosis, no obstante,

este mecanismo no fue evaluado en esta investigacion.

Es importante resaltar que el modelo de células K562 carece de la proteina TP53, la cual juega
un papel central como sefializadora en los procesos de estrés celular, liderando proceso como
arresto del ciclo celular, reparacién del ADN y apoptosis (Canman & Kastan, 1995). Este gen se
encuentra extensamente mutado en diferentes tipos de tumores sélidos, como cancer de cuello
uterino, coloén, entre otros (Machado-Silva et al., 2010; Hall & Muller, 2019) y representa una
mutacion de mal pronéstico, asociandose también como una mutacién iniciadora del cancer y
un punto clave para la progresién a fenotipos mas invasivos (Aubrey et al., 2016). No obstante,
a pesar de la ausencia de esta proteina, se logra inducir la apoptosis en células K562,
refiriéndonos a mecanismos independientes de TP53, que han sido descritos previamente en
otros modelos (Weber et al., 2002). Se evidencia el aumento de la proteina PUMA (Fig 6),
perteneciente a la familia de proteinas BCL-2, mas especificamente es una proteina BH-3 only,
gue cumple un papel pro-apoptético y que fue descrita inicialmente con una via de activacion
canobnica dependiente de TP53. No obstante, posteriormente se dieron a conocer vias
independientes de TP53, que han sido extensamente estudiadas en el modelo del sistema
hematopoyético, mostrando que bajo estimulos como citoquinas, factores de crecimiento y
accion de algunas quinasas, PUMA puede activarse y contribuir a la induccion de muerte (Yu &
Zhang, 2008), una de estas vias de transactivacion es a través del factor de transcripcion c-
JUN (Lu et al., 2014). Esta observacion sugiere que TPGS puede ser capaz de promover una
via alternativa que involucran H,O,>>JNK/c-JUN>PUMA (Fig. 6). Se ha descrito que en LMC se
presenta una disminucion en la expresion de estas proteinas pro-apoptéticas mencionadas
previamente, entre ellas PUMA, lo que favorece la supervivencia, crecimiento y progresion del
tumor (Raimondo et al.,, 2015), se sugiere entonces, que TPGS es capaz de recuperar y
aumentar significativamente esta expresion de PUMA para que se dé apoptosis en las células
K562.
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De otro lado, BCL-2 y BAX son miembros de la familia de proteinas que son ampliamente
estudiadas por su papel durante el proceso de muerte celular por apoptosis, experimentalmente
en este trabajo se evalu6 principalmente la diferencia de la proporciébn entre estas dos
proteinas, entre las células control y los tratamientos con TPGS (Fig 8). BAX es una proteina
pro-apoptdtica que generalmente se encuentra de forma soluble en el citoplasma (Delbridge et
al., 2016; Kalkavan et al., 2018), a través de los estimulos, sufre un cambio conformacional que
le permite anclarse a la membrana celular, acoplandose en homo o heterodimeros con otras
proteinas como BAK, permitiendo su participacion en la formacion del poro mitocondrial,

principalmente en de la membrana externa de la mitocondria (Naghdi & Hajn6czky, 2016).

Su contraparte BCL-2 es una proteina anti-apoptética que se encuentra anclada a la membrana
de la mitocondria y evita que BAX se ubique en mitocondria y cumpla su funcién (Delbridge &
Strasser, 2015). La formacion de este poro mitocondrial conlleva a la pérdida del potencial de
membrana, tal y como lo evidenciamos en este trabajo , como paso clave para la induccién de
apoptosis a través del tratamiento con TPGS. Sin embargo, la proporcion de estas proteinas
(BAX/BLC2) no se vio afectado en este estudio de forma significativa (Fig 8). Estas
observaciones estan de acuerdo con reportes previos en donde el uso de diferentes moléculas
derivadas de la vitamina E no exhibieron un cambio significativo en niveles de BAX y BCL-2
como en lineas celulares de cancer de préstata y leucemia mieloide (Constantinou et al., 2012).
Se ha descrito que las células cancerosas, especificamente células de leucemia mieloide
cronica de pacientes, especialmente cuando se encuentran en fases agresivas de la
enfermedad (fase acelerada o crisis de blastos) sobreexpresan BCL-2 (Jaiswal et al., 2003;
Zhou et al., 2019; Chandran et al., 2019). BCL-2 juega un papel pivotal en la adquisicion de la
resistencia a los medicamentos sea primaria o adquirida (Valdez et al., 2008). Respecto a esto
ultimo, se debe enfatizar en el tipo de modelo celular utilizado, como se describié previamente,
K562 son células tomadas de una crisis de blastos que sufri6 una paciente de 53 afios; la fase
de la enfermedad y las caracteristicas de agresividad y malignidad en estas células la ubican
en el tipo de células de pacientes que se han reportado resistencia y sobreexpresion de BCL-2;
sin embargo, en nuestro trabajo pudimos demostrar la induccion de muerte por apoptosis en

estas células resistentes utilizando TPGS.

Este aspecto de la molécula es importante y ha sido extensamente utilizado en los modelos de
nanoencapsulamiento y otras formulaciones, la capacidad del TPGS para inhibir la P-
glicoproteina (P-gp) que se ha visto involucrada como mecanismo de resistencia al tratamiento

(Dintaman & Silverman, 1999; Su et al., 2014; Assanhou et al., 2015). P-gp es un transportador

82



de membrana dependiente de ATP que se ha reportado como una de las causas primarias de
la multiresistencia a farmacos; esta puede bombear al espacio extracelular los medicamentos,
disminuyendo la acumulacién intracelular, ademas de reducir los efectos citotéxicos de los
medicamentos (Yang C. et al.,, 2018). En este sentido, el TPGS puede actuar inhibiendo
indirectamente a P-gp a través del bloqueo de la utilizacion del ATP por parte de este
transportador, puesto que TPGS ataca selectivamente el complejo I[I mitocondrial,
disminuyendo la produccion de ATP y por ende la concentracion intracelular del mismo (Collnot
et al., 2007). También se sugiere un posible efecto alostérico por parte de TPGS que afecte
directamente P-gp, sin embargo, este mecanismo no ha sido descrito con claridad hasta el
momento (Collnot et al., 2010). Una observacién interesante realizada por Collnot y
colaboradores (2007) que corroboran los mismos autores en el afio 2010, es la concentracion
en la cual se observa el efecto respecto a la deplecion del ATP, que corresponde a
concentraciones mayores a 33 uM. Esta observacién concuerda con las concentraciones
evaluadas en este trabajo, donde el mayor efecto terapéutico se observa a partir de los 40 uM.
Se sugiere que es apartir de esta concentracion donde se puede dar una afectacién de un
mayor niumero de mitocondrias en la célula, esto también puede relacionarse a que es apartir
de esta concentracién donde se da un aumento significativo de la oxidacién de DJ-1 y de la
produccion de EROs (Fig 4). Con el dafio de mayor nimero de mitocondrias, se induce a la
célula a la activacién de proteinas relacionadas a muerte, como CASPASA-3, ya que resulta

inviable el mantenimiento de células con altos indices de dafio mitocondrial.

Por otra parte, el hecho que la proporcion BAX/BLC2 no se vio afectada, puede ser debido a
que existen varias proteinas pertenecientes a la familia BCL-2 que pueden estar jugando un
papel importante en la inducciéon de muerte celular, que no fueron evaluadas en este trabajo, y
gue podrian explicar los cambios en caracteristicas bioquimicas de la mitocondria en este
modelo de inducciéon de apoptosis por TPGS, por ejemplo, BCL-xL y BAK. Ademas, altos
niveles de la proteina de fusibn BCR/ABL pueden prevenir que se dé una traslocacion
temprana de las proteinas pro-apoptéticas BAD y BAX desde el citoplasma a la mitocondria, lo
gue explicaria en parte la resistencia de las células a los estimulos toxicos (Keeshan et al.,
2002). Otras proteinas de la familia BCL-2, como BIM se consideran igualmente importantes en
LMC, ya que su regulacion negativa se asocia a supervivencia de las células leucémicas
(Shinjyo et al., 2001). MCL-1, por su parte, también se afecta por BCR-ABL, aumentando su
expresion, promoviendo la supervivencia celular (Aichberger et al., 2005), recordando que este

cambio de expresion de proteinas se estd dando en el contexto de la mitocondria, jugando un
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papel central durante el desarrollo de este trabajo, ademas, es en esta donde las moléculas de

la familia BCL-2 cumplen su funcion principal.

La mitocondria es una organela crucial para la toma de decisiones de vida o muerte celular. En
concordancia, encontramos una relacién entre la despolarizacion de la membrana mitocondrial
y la fragmentaciéon nuclear, como indicativo de muerte celular por apoptosis. Este fenémeno
concurre en la activacion de la proteasa CASPASA-3 (Fig 9) Este hallazgo sugiere que la
apoptosis inducida por TPGS en células K562 requiere de la activacion de esta proteasa; dos
observaciones soportan esta perspectiva: en primer lugar, encontramos que TPGS induce
fragmentacion nuclear caracterizada por masas pequefias, brillantes y redondeadas de
cromatina condensada, detectada a través de microscopia de fluoresencia (Fig 2A) o citometria
de flujo como la poblaciéon SubG1. En segundo lugar, el inhibidor especifico de la CASPASA-3,
NSCI reduce significativamente la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, aunque no
afecta la captacion de yoduro de propidio (Pl) lo que puede dar indicios que se esta

presentando otro tipo de muerte, que puede ser independiente de CASPASAS-3 (Fig 10).

Con todo lo anterior, se sugiere un mecanismo de inducciébn de muerte por apoptosis que
recapitula las moléculas y proteinas que se evaluaron en este trabajo, donde se presentan
evidencias en diferentes niveles celulares, que soportan la afirmacion de que el TPGS esta
induciendo apoptosis en las células K562; en esta cascada de eventos que se propone por
primera vez para el modelo de K562 tratadas con TPGS, se presenta la afectacion mitocondrial,
la cual produce un aumento de EROs y por lo tanto, estrés oxidativo, que oxida la proteina DJ-1
y activa la quinasa JNK, la cudl fosforila el factor de transcripcion c-JUN, permite la activacion
por vias no candnicas de PUMA, la activacion de CASPASA-3 y finalmente la fragmentacion
nuclear como ultimo paso de este mecanismo de muerte (Fig 13). Esta cascada de eventos
moleculares que se ha descrito en trabajos previos realizados en la linea de investigacion en el
modelo de leucemia y neuroblastoma con otras moléculas promisorias, como se muestra en la
figura 13 (Bonilla-Porras et al., 2013; Mendivil-Perez et al., 2012; Ruiz-Moreno et al., 2016;
Rojas et al.,, 2017; Ruiz-Moreno et al., 2018) ratificando de esta forma que el modelo
proporciona una propuesta robusta que explica el mecanismo por el cual se da muerte celular

por apoptosis a través de diversos estimulos en modelos de estudio diferentes.

Respecto a la selectividad del compuesto (TPGS), que no fue evaluada en este trabajo por falta
de tiempo (debido al aislamiento preventivo por la pandemia de COVID-19) para la realizacion
de los experimentos respectivos, se tienen una gran cantidad de reportes que demuestran por

ejemplo que el TPGS es selectivo para células cancerosas en modelos in vitro e in vivo (Ruiz-
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Moreno et al., 2016; Li et al., 2019; Chen et al., 2020), no obstante, no se conoce la razén por
la cual TPGS o sus productos metabdlicos asociados (a-TOS) son efectivamente seguros para
las células normales y presentan selectividad hacia células cancerosas (Neuzil et al., 2001b).
Una ventaja de usar TPGS sobre el a-tocoferol succinato, siendo este ultimo el compuesto mas
estudiado a través de los ultimos 30 afios, es que el a-tocoferol succinato es muy susceptible a
las esterasas celulares, por lo que tiende a degradarse con facilidad (Zielonka et al., 2017),

dificultado la absorcion, biodisponibilidad y por lo tanto, su efecto terapéutico.

Finalmente, a la luz de los resultados, el TPGS se muestra como un compuesto promisorio
para futuros estudios, y para proponerlo en préximos ensayos clinicos como una molécula con
capacidad de nanoencapsular de forma segura otros medicamentos o principios activos, sean o
no quimioterapéuticos, que puede presentar un efecto sinérgico y mejorar, entre otros
aspectos: La absorcion intestinal en caso de que se proponga un tratamiento via oral,
garantizando una buena biodisponibilidad y transporte a través del sistema linfatico (Chen et
al., 2011; Fan et al., 2013), con un perfil de liberacién lento (Li et al., 2019) y una matriz que es
a su vez biodegradada a través de las esterasas (Yan et al., 2007), ademas, los productos del
metabolismo de la matriz de encapsulacion de TPGS presentan un efecto pro-apoptético,
mejorando ademas la biodisponibilidad celular, inhibiendo el eflujo del medicamento al espacio
extracelular. Por todo lo anterior, el TPGS se sugiere como una estrategia terapéutica
alternativa para el tratamiento de leucemia mieloide crénica que tienen resistencia o mala

respuesta a los tratamientos convencionales.
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Neuroblastoma

Figura 13. Modelo esquemaético de la apoptosis inducida por TPGS en K562.

86




CAPITULO 8: CONTRIBUCIONES O APORTES CIENTIFICOS

En esta investigacion mostramos por primera vez como el TPGS induce apoptosis en las

células K562, que cuentan con la fusion BCR-ABL.

En este estudio confirmamos la induccién de EO, principalmente, H,O, (oxidacién de DJ-1) por
parte del TPGS en células cancerosas y se proponen diferentes estrategias moleculares de
cdmo podria estd mediando la produccion de EO. La cual puede estar relacionada con su

actividad mitocan, atacando con mayor especificidad a la mitocondria de las células tumorales.

El mecanismo inductor de apoptosis del TPGS se relaciona con la activacién de moléculas de
respuesta al EO y apoptosis. En este estudio debemos resaltar que el TPGS induce muerte
celular en K562 pese a que esta linea carece de expresion de p53 funcional. Por lo que existen
mecanismos independientes de esta proteina que permiten la activacion de PUMA vy otras
proteinas cascada abajo, induciendo la fragmentacién nuclear y pérdida del potencial de

membrana mitocondrial.

Este trabajo fue presentado en modalidad de péster en la primera version digital del congreso
International Student Congress Of (bio)Medical Sciences (DISCOMS) realizado el 4 de junio del
2020.
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CAPITULO 9: CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion podemos concluir que el TPGS
induce apoptosis de manera dependiente de la concentracién en un modelo in vitro de
leucemia mieloide crénica humana (K562), la cual presenta caracteristicas moleculares de mal
prondstico y pobre respuesta al tratamiento. De igual forma, podemos concluir que el
mecanismo de induccién de apoptosis del TPGS una vez se internaliza, genera un aumento
de la produccién de EROs, especificamente peréxido de hidrogeno, generando la oxidacion
de una proteina sensora de los cambios de o6xido-reduccién, denominada DJ-1. Las
EROs activan a su vez la via de quinasas que involucra la fosforilacibon de JNK y la
subsecuente activacion del factor de transcripcion c-JUN por medio de la fosforilacion en sus
serinas 63-73. EIl factor c-JUN activa PUMA, que puede interactuar con proteinas pro-
apoptéticas de la familia BCL-2, conllevando a la apertura del poro mitocondrial y posterior
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (AWm), arresto del numero de células en la
fase S del ciclo celular y fragmentacion del nicleo y la activacion de la CASPASA 3 que se
encarga de la fragmentacion del ADN y desencadenar un tipo de muerte celular que cumple
con las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y moleculares de la apoptosis. EI TPGS,
induce apoptosis en células de leucemia independiente de la expresion de BCR-ABL (Ruiz-
Moreno et al., 2016), ya que también induce apoptosis en células de LLA. El uso del
antioxidante (v.gr. N-acetil-cisteina) es capaz de revertir varios de los cambios inducidos por el
TPGS en las células de LMC (v.gr. reduccion de la produccion de EROs - especificamente
H,O, y prevencion de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial) demostrando el papel
directo de esta molécula en la induccion de EO como mecanismo anti-tumoral en células de
LMC.

Finalmente, reuniendo estos hallazgos, se logré proponer el TPGS como un medicamento

promisorio con un potencial para el tratamiento de la leucemia mieloide cronica.
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CAPITULO 10: PERSPECTIVAS

El TPGS es un farmaco promisorio para tratar la LMC, por lo que una de las principales
perspectivas de este trabajo, podria ser la realizacion de ensayos complementarios que le den
robustez al mecanismo propuesto de sefalizacién celular mediada por EO por el cual se esta
dando la muerte por apoptosis. Propongo varios ensayos como son; la evaluacion de la
quinasa ASK1 para demostrar su posible participacion en la cascada de quinasas que
producen la activacion de la quinasa JNK; asimismo evaluar la activacion del factor inductor de
apoptosis (AIF), el cual se ha visto involucrado como proteina efectora, generando
fragmentacion del ADN en fragmentos mas grandes y que inducen también un importante papel
en este modelo in vitro. Ademas, se puede explorar la posible participacion de otras proteinas
de la familia de BCL-2 que complementen el mecanismo de alteracion mitocondrial y de sus
complejos mitocondriales (v.gr. complejo Il). Igualmente, se pueden realizar estudios en células

normales para confirmar la seguridad e inocuidad del TPGS, por ejemplo linfocitos.

Adicionalmente, se podrian realizar ensayos preclinicos con células extraidas de la sangre o
medula 6sea de pacientes de LMC en crisis blastica o multirresistentes (modelo ex vivo), y de
esta manera determinar el efecto del TPGS sobre los blastos de los pacientes y también sobre

las otras poblaciones celulares en sangre de linaje mieloide y linfoide no cancerosas.

Otra de las perspectivas interesantes, seria el establecimiento de la farmacocinética y
farmacodinamica del TPGS en un modelo in vivo de Leucemia mieloide para poder proponer lo

como un farmaco anti-leucémico.
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