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RESUMEN

Actualmente la quimioterapia combinada ha incrementado los porcentajes de sobrevivencia de pacientes con
LLA; sin embargo, sigue existiendo alrededor de un 20% de pacientes que no alcanzan la primera remisién
completa y los porcentajes de sobrevivencia a los 5 afios, siguen siendo muy bajos (30-45%). La capacidad de
las leucémicas para adquirir resistencia a los farmacos antineoplasicos es una de las causas directas del fallo
al tratamiento. En la mayoria de los Hospitales de México, la LLA se trata con el protocolo llamado VAP-Mtx,
que incluye Vincristina, L-asparaginasa, Metotrexato, Prednisona, Doxorubicina, Ciclofosfamida, y Etopésido.
Estos farmacos son metabolizados principalmente por complejos citocromicos, como los de la familia P450 y
enzimas de fase Il del metabolisimo tales como: NADPH, GST, HO-1, UGT, y-GCS; asi como las proteinas
MDR, que contribuyen a su eliminacién. La expresion génica de estas proteinas esta mediada por el factor de
transcripcion Nrf2, a través de la interaccién con sitios ARE de su region promotora, esta induccion ocurre en
respuesta a la presencia de antioxidantes y otros xenobiéticos dentro de la célula. En condiciones basales
Nrf2 se encuentra en el citoplasma unido a su represor directo Keapl, una proteina de union a actina que une
al factor evitando su translocacién nuclear y favoreciendo su degradacién. La induccion se provoca cuando
moléculas electrofilicas y EROS, interaccionan con grupos reactivos de Keapl disociando el complejo Nrf2-
Keapl y favoreciendo la localizacion nuclear de Nrf2 y su union a sitios ARE de enzimas antioxidantes y
desintoxicantes.

Debido a la gran relevancia de Nrf2 como factor de proteccion celular, el objetivo de este trabajo fue
determinar si la expresion de este gen esta asociada con la respuesta a quimioterapia en los linfoblastos de
LLA, linea celular Molt-4. Para ello aplicamos un tratamiento con una mezcla de los principales
antineoplasicos usados en el protocolo VAP-Mtx del H. General de México, a concentracion equivalente a la
usada clinicamente. Este tratamiento resulto altamente citotdxico (70%), los cambios en la expresion génica
de Nrf2 sugieren que el estimulo fue capaz de inducir a la via en las primeras horas; sin embargo estos se vio
poco reflejado en la expresion de la proteina, por lo que la principal respuesta observada fue la muerte
celular. Al trabajar con la concentracion 100 veces menor, esta no produjo efecto citotdxico, pero si un
retraso en el ciclo celular; la expresidn génica de Nrf2 se vio inhibida bajo este tratamiento, mientras que la
proteica presento ligeros aumentos. Trabajamos con un tratamiento mas, el tratamiento equivalente segunda
dosis, que fue aplicado a las células sobrevivientes al tratamiento equivalente, este mostré6 un aumento
significativo en la viabilidad celular, tanto a las 24 como a las 48 horas; esta respuesta coincidié con el
aumento en la expresion proteica de Nrf2. Otro resultado interesante fue el obtenido con la expresion proteica
de Keapl, la cual presenta una disminucion significativa, respecto a la expresion de Nrf2 en todos nuestros

tratamientos.



INTRODUCCION
1.1 NRF2

1.10 El Factor de Transcripcién Nrf2.

El metabolismo de algunos agentes antineoplasicos es un proceso fundamental para que éstos lleven a cabo
su efecto citotéxico, asi como para definir el tiempo de estancia en la célula. Ademas, ante la induccion de
dafios al DNA, como los producidos durante la quimioterapia y la presencia de estrés oxidante, la célula
también utiliza procesos desintoxicantes, como las enzimas antioxidantes y del metabolismo de fase Il
(Konigsberg, 2007). El factor de transcripcion Nrf2 (por sus siglas en inglés NF-E2 (nuclear factor erythroid 2)
related factor 2), es el principal factor sensible a cambios redox, que se une a sitios ARE (Antioxidant
Response Element, por sus siglas en inglés) de la region promotora de genes antioxidantes y de metabolismo,
regulando positivamente su expresion (Yu y Kensler, 2005). Entre los principales genes regulados por este

factor de transcripcidn se encuentran:

e Enzimas de fase Il del metabolismo, tales como: HO, GST, UGT, Sulfotransferasas, NQO1, Aflatoxina
B1 aldehido reductasa, peroxirredoxina 1 (Kobayashi y Yamamoto, 2005).

e Enzimas antioxidantes como la catalasa y SOD, y-GCS, GPx, tioredoxina (Kobayashi et al., 2005).

= Chaperoninas moleculares (Yuy Kensler, 2005).

= Subunidad 26 S del proteosoma (Yuy Kensler, 2005).

= Algunas proteinas de estrés térmico, HSP (Kobayashi y Yamamoto, 2005).

= Moléculas involucradas en la eliminacion de metabolitos después de su conjugacién con GST (MRPs
MRP1y MRP2) (Sing et. al., 2006).

También se han encontrado sitios ARE, préximos al promotor de Nrf2, Keapl y en regiones de diferentes
proteosomas, lo que podria implicar una autorregulacién del factor de transcripcién, esto fue observado en
gueratinocitos (Kobayashi et al., 2005). De ésta manera Nrf2, regula la proteccion ante el estrés oxidante, los
procesos desintoxicantes intracelulares y la respuesta inflamatoria, también se ha mostrado que tiene cierto
efecto inhibitorio sobre la via de muerte celular a través del ligando Fas. En estudios con ratones de genotipo
nulo para el gen de Nrf2, estos mostraron mayor dafio a DNA, con respecto a los controles, y gran
susceptibilidad a desarrollar cancer. Con estos antecedentes, se ha propuesto a la induccién de Nrf2, como
proceso quimiopreventivo y se ha demostrado en multiples estudios en los que observa el efecto protector de

los agentes inductores de la via (Yuy Kensler, 2005).

1.11 Estructura de Nrf2.

Nrf-2 pertenece a una familia de proteinas que contiene un dominio conservado llamado Drosophila Cap and
Collar (CNC), a esta misma familia pertenecen Nrf-1, p45-NF-E2, Bach 1y 2, todas ellas son reguladoras en la
eritropoyésis, excepto p45 y Nrf-2. Estas proteinas tienen una estructura bZIP, “zipper” o cierre de leucina en

la regién C terminal. La region basica corriente arriba del bZip es la responsable de la union a DNA, mientras



gue la region acida al parecer se requiere para la activacion transcripcional y la formacién del dimero con las

Small Maf, y se llama dominio Nehl (Yuy Kensler, 2005).

Las regiones homologas entre Nrf2 de ratdén y de pollo son llamadas Neh (Nrf-2 ECH homology) y se conocen
al menos 6 para Nrf-2 (Kobayashi et al., 2005). Estos dominios estan localizados en la region N terminal, la
pérdida del dominio Neh2 N terminal aumenta la actividad transcripcional de Nrf-2, por lo que se cree que este
dominio actda como un regulador negativo; este mismo dominio fue por el cual se logré aislar a Keapl. Se ha
demostrado que el dominio Neh2 es el que media la degradacion de Nrf-2 al estar unido a Keapl en las
cisteinas 273 y 288, requeridas para la ubiquitinacién de Nrf-2 dependiente de Keapl (Kobayashi et al.,
2005). La union a DNA también se controla a través de la competencia con otras proteinas de unién a los
mismos sitios, éstas son los represores Bach 1 y Bach 2, que antagonizan la expresiéon de Nrf2,

principalmente en la expresion de la hemoxigenasa (Kobayashi et al., 2005).

Para llevar a cabo la transactivacion son necesarios los dominios Neh4 y Neh5, que tienen una actividad
sinérgica que parece ser la responsable de que Nrf2 se una con una afinidad 100 veces mayor al DNA que

sus homoélogos de la misma familia (Ver figura 1) (Jaiswal, 2004; Kobayashi et al., 2005).
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Figura 1. Dominios de interaccidon entre Keaply Nrf2. (Tomado de Konisberg, 2007)

Nrf-2: El dominio Neh2 se ha propuesto como sitio de uniéon a Keapl mediante los motivos ETGE y DLG. Las letras D,L y
G son los simbolos de una letra del aminoéacido ac. aspartico, leucina, y glicina, respectivamente; mientras que el motivo
ETGE esta formado a su vez por los aminoacidos ac. glutamico, treonina, y glicina. En el domino Neh2 también se
encuentran siete residuos de lisina K que son importantes para su ubiquitinacion y degradacion (K44, K50, K52, K 53, K56,
K64 y K68).

Keapl: El dominio DRG provee el sitio de unién a Nrf2 y a actina, mientras que IVR contiene a los residuos de cisteina
capaces de oxidarse y registrar el estado oxidante de la célula (C151, C257, C273, C288, C297). Cul3 es la ligasa E3 que
sirve de adaptador para unirse al proteosoma.

1.12 Mecanismo de accion de Nrf2.

Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la mayoria de las células, de manera que su actividad es debida

principalmente a induccién y se encuentra estrictamente regulada. En condiciones basales, Nrf2 esta unido a
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la proteina citosdlica Keapl, que a su vez, esta unida a filamentos de actina. El complejo entre Keapl y actina
interactdan con el extremo N terminal del dominio Neh2 de Nrf2, suprimiendo su actividad transcripcional al
acoplarla y retenerla en el citosol. Ademas, la unién de Nrf-2 con Keapl, lo hace blanco de degradacién, al
funcionar Keapl como un adaptador de sustratos al proteosoma (verfigura 2), por lo que ha resultado dificil
detectar a la proteina madura; se ha propuesto que el tiempo de vida media de Nrf2 en la célula es entre 20 y
30 minutos (Yuy Kensler, 2005).

Se propone que Nrf2 se sintetiza y degrada de manera sistematica, por lo que el control primario de su funcion
radica principalmente en su distribuciéon dentro de la célula, mas que en su sintesis de novo (Kensler y
Wakabayashi, 2007). La activacion se presenta cuando los residuos de cisteina C273, C288 y C151 de
Keapl, (grupos sulfhidrilo (SH) que son muy reactivos), interaccionan con agentes electréfilos, alquilantes u
oxidantes. De esta manera al romperse la interaccion de Nrf2 con Keapl, Nrf2 queda libre para dirigirse hacia

el nacleo donde ejerce su funcién (Jaiswal, 2004), (verfigura 2).

Jaiswal (2004) propone que la fosforilacion en serinas y treoninas es el proceso de sefializacion de Nrf2, una
vez que este se ha liberado, le da estabilidad en ambientes celulares, siendo menos accesible a ligasas de
ubiquitinacion. Esta fosforilacion, puede ser proporcionada por las vias de MAPK, P13K, PERK, PKC, la via de
la cinasa p38 (Jaiswal, 2004). La fosforilacion de PKC en el residuo de Ser 40 del dominio Neh-2 podria
ocultar la unién de Nrf-2 con Keap-1, promoviendo su localizacion nuclear, esto se ha observado tanto in vivo
como in vitro (Yu y Kensler, 2005). También se ha sugerido que una mutacion de Ser a Ala en el aminoacido
40 de Nrf2, que es el blanco de las PKC, disminuye su disociacién con la misma (Kobayashi et al., 2005).
Existe evidencia de la intervencion de las MAP cinasas en la fosforilacion de Nrf-2, principalmente por ERK5S
(Owuor y Kong, 2002).

Como respuesta al estrés oxidante, la cascada de sefalizacion mediada por PI3K produce la
despolimerizacién de microfilamentos de actina, facilitando la translocacién nuclear de Nrf2. Ademas PI3K
puede también fosforilar a la proteina B de unién al amplificador CCAAT(C/EBP), que a su vez se transloca al
nucleo y se une a su secuencia CCAAT del elemento de respuesta a xenobiéticos (XRE), de manera paralela

a Nrf-2, potenciandose asi la respuesta del factor de transcripcion.

Una vez liberado Nrf2 se transloca al nacleo donde se asume su heterodimerizacién con miembros de la
familia de proteinas Maf pequefias (Maf G, Maf- F y Maf K), con Maf grandes (c-Maf) o con otras proteinas b-
ZIP como c-Fos, Fral, p45-NF-E2, Bachl y Bach2, para unirse a la regiéon 5 de las secuencias ARE de genes
de metabolismo de fase Il principalmente y acelerar su transcripcién. También se ha reportado que otros
factores de transcripcion como jun y ATF4 pueden formar heterodimeros con Nrf-2 y aumentar la actividad de

los genes que contienen sitios ARE y EpRE (Jaiswal, 2004) (verfigura 2).
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Figura 2. Activacion y regulacién génica por Nrf2. (Modificado de Yuy Kensler, 2005).

1.13 Reguladores de Nrf2.

Keapl.

Keapl (por sus siglas en inglés Kelch ECH associating protein), es una proteina citoplasmatica de 624
aminoacidos, que se encuentra unida a actina; actia como un adaptador especifico de sustrato de la ligasa de
ubiquitinacion Cul3, uniéndose a esta y facilitando la degradacion de Nrf-2. Keapl esta localizada en el
cromosoma 19 p13.2 y posee 2 dominios caracteristicos, el complejo amplio BTB/POZ (por sus siglas en
inglés Bric-a-brac, tramtrack, broad-complex/poxovirus zinc finger) que es un motivo muy conservado

evolutivamente, responsable de la unién a actina, y el doble glicina, DGR o Kelch que aparece repetido seis



veces y le proporciona una estructura  plegada con varios sitios de contacto con otras proteinas. El dominio

Kelch es el responsable de la interaccién con Nrf2 a través del dominio Neh2 (Kobayashi et al., 2005).

Los otros tres dominios de Keapl son: la region N terminal (NTR), la regién C-terminal (CTR) y la region de
intervencién (IVR), la cual se distingue por su alto nimero de residuos de cisteina; se sabe que en la proteina
Keapl murina existen 25 residuos de cisteina, mientras que la humana contiene 27 y se ha propuesto que 9
de esos residuos tienen la capacidad de reaccionar, puesto que estan ubicados cerca de aminoacidos

bésicos, lo cual disminuye su pKa y aumenta su reactividad (Dinkova-Kostova et al., 2002).

También se ha reportado que es necesaria la dimerizacién de Keapl para retener a Nrf-2 en el citoplasma
(Jaiswal, 2004). Una mutacién puntual en la serina 104 del dominio BTB de Keapl disminuye su asociacién
con Nrf-2, esta mutacién provoca que Keapl se auto asocie, rompiendo la dimerizacion de este. Ademas se
ha demostrado que una mutacion en la cisteina 151 de éste mismo dominio BTB, provoca que Keapl actle

como represor constitutivo de Nrf2 (Kobayashi et al., 2005).

La disminucion en la actividad represora de Keap 1 en células cancerosas, ya sea debida a mutaciones,
deleciones, o pérdida de la heterocigosidad, se ha encontrado en méas del 60% de las lineas celulares de
cancer de pulmén, y se ha observado que induce una mayor acumulacién nuclear de Nrf-2, provocando el
aumento en la transcripcion de antioxidantes, enzimas del metabolismo de xenobiéticos y bombas de salida de
farmacos; lo cual se ha relacionado con la resistencia de estas células al tratamiento antineoplasico (Sing et.
al., 2006).

1.14 Papel de la proteina p53 en la via de Nrf2.

La proteina p53 es el principal factor de transcripcién que censa el dafio por especies reactivas de oxigeno,
principalmente en dafio a DNA, para decidir si la célula activa mecanismos reparadores de dicho dafio
arrestando el ciclo celular; o llevando a apoptosis. En publicaciones muy recientes se ha propuesto a p53
como un represor directo de la via de Nrf2, considerandose légica la existencia de una relacion entre las vias
de Nrf-2 y p53, en el rescate celular ante un dafio. La propuesta es que p53 se une a sitios ARE de al menos 3
genes regulados por Nrf2, estos son el componente x-CT del sistema de transporte de intercambio de
cisteina/glutamato, la GSTy la GPx, blogqueando el sitio de unién de Nrf2 y evitando su transcripcion (Faraonio
et al., 2006). Las condiciones en las que se da esta situacion ain no estan bien esclarecidas, pero cada vez

son mas los trabajos que apoyan esta hipétesis.

1.15 Inductores de Nrf2

Se han descubierto muy diversas estructuras quimicas inductoras de enzimas de fase Il, principalmente
compuestos electréfilicos débiles, los cuales tienen la capacidad de reaccionar con grupos sulfhidrilo, por
reacciones de alquilacion, oxidacion o reduccién, de los mas de 27 residuos de cisteina de Keapl. Estos
residuos de cisteina actian como censores, siendo los mas activos los residuos 257, 273, 288 y 297,
presentes en la region de intervencion IVR de Keapl (Kobayashi et al., 2005). Asi mismo, la mutacién en

Cys 273 0 288, evita que Keap 1 reprima la actividad de Nrf2 (Jaiswal, 2004).



Al formarse el enlace covalente entre los grupos tioles de las cisteinas y los inductores, estos Ultimos rompen
el complejo citoplasmatico entre la unidon a actina de Keapl y el factor de transcripcion Nrf-2. Algunos
ejemplos de inductores son isotiocianatos como los sulforafanos, compuestos susceptibles a las reacciones de
Michael, flavonoides, etc.(Dinkova-Kostova et al., 2002; Yu y Kensler, 2005). Ademas de algunos
antioxidantes fendlicos que ya se han usado como inductores positivos de la via en diversos experimentos,
estos son principalmente el hidroxianisol butilado (BHA) y su metabolito activo hidroquinona terbutilada (tBHQ)
y ademas, se ha observado que actian activando a JNK1 y ERK2 de la via de las MAP cinasas (Owuor y
Kong, 2002).

1.2 LEUCEMIA

1.20 Aspectos histéricos de la leucemia.

La historia de la leucemia comienza cuando en 1845, Rudolph Virchow, se enfrent6 a una serie de sintomas
de una de sus pacientes que mostraba fatiga, le sangraba la nariz frecuentemente y tenia hinchazén en

piernas y abdomen; murié 4 meses después.

Al realizar la autopsia, el patdlogo observé una muestra de su sangre al microscopio, detectando la carencia
de globulos rojos y por el contrario, habia un exceso de células incoloras, (de ahi surgi6 el vocablo “leucemia”
gue se refiere a sangre blanca). Tiempo después, al observar al microscopio una muestra de médula 6sea, se
encontré que no presentaba el color rojo caracteristico, y por el contrario mostraba un color verde amarillento,
de ahi se dedujo que la médula 6sea era un sitio importante en la formacién de las células sanguineas
(Patlak, 1987).Mediante un andlisis microscopico, los investigadores se dieron cuenta que las células
sanguineas siguen un proceso de maduracion, de esta manera se descubrieron dos tipos de antecesores para
células blancas, los mieloblastos y los linfoblastos, estos Ultimos derivan en linfocitos T y B y los mieloblastos
dan origen a distintos tipos de células que participan tanto en combatir infecciones y alergias, como en los
procesos de coagulacion (ver figura 3, proceso de Hematopoyesis) (Patlak, 1987).

La leucemia ocurre cuando un leucocito inmaduro, linfoblasto o mieloblasto, se duplica por si mismo, es decir,
sin necesidad de sefiales externas, la progenie resultante tiene el mismo estado de inmadurez y comparte los

mismos marcadores de membrana que la célula progenitora.

De esta manera los investigadores a principios del siglo pasado, dejaron de ver a la leucemia como una sola
enfermedad, la catalogaron como un arbol con dos ramas, las correspondientes a la linea linfoide y mieloide y
de cada una de éstas sus derivados aguda, que refirieron como células inmaduras y crénica, para las mas
maduras (Munker y Hiller, 1998).
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Figura 3. Proceso de hematopoyesis (Tomado de Munker y Hiller, 1998)

Se habla de leucemia aguda cuando existen en la médula 6sea un porcentaje de células blasticas (células
inmaduras, con cromatina laxa y nucleolo visible en la mayoria de las ocasiones) que supera el 20% del total
de células de la médula. Antes de la nueva clasificacion de las hemopatias malignas realizada por la OMS
(1999) este porcentaje se establecia en 30% (San Miguel y Sanchez, 2002). El origen es desconocido, pero
existen multiples factores asociados: radiaciones ionizantes (Hiroshima, radioterapia), sustancias quimicas
como el benceno, virus (HTLV-1, VEB, VIH), factores genéticos (inmunodeficiencias, sindrome de Down,
sindrome de Fanconi), factores raciales (San Miguel y Sanchez, 2002). Estos factores favorecen el desarrollo
de alteraciones cromosomicas y anomalias en oncogenes que son finalmente los responsables de la

expansion del clon leucémico.

1.21 Epidemiologia de la leucemia.

La leucemia puede afectar tanto a nifios como a adultos pero es mas comun en los primeros, sin embargo a
diferencia de los adultos, los porcentajes de cura de la enfermedad son mucho mayores para los nifios que
para los adultos. En 1960 estadisticas del Reino Unido catalogaron a la leucemia como la segunda causa de
muerte en nifios. Actualmente a nivel mundial, este padecimiento se ubica el décimo lugar de morbilidad tanto
en hombres como en mujeres (WHO, 2002). En el grupo de menores de 14 afios, independientemente del
género, las leucemias ocuparon el primer lugar entre las enfermedades meto-oncoldgicas que se registran en
la poblacién, el mismo lugar se ocupo para el caso de las mujeres de 15 a 44 afios y posteriormente se
ubicaron por debajo del linfoma no Hodgkin. El comportamiento fue similar en la poblacion masculina (WHO,
2002).
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En cuanto a los indices de mortalidad, las enfermedades hemato-oncolégicas se encontraron dentro de las
primeras 20 causas de muerte a nivel mundial y representaron el 3.6% del total de defunciones registradas, la
tendencia fue ascendente de acuerdo con la edad, alcanzando su nivel maximo con el grupo de 65 afios en
adelante y las leucemias fueron las que presentaron la mayor mortalidad en menores de 15 afios (WHO,
2002).

En México en el afio 2002, los tumores malignos ocuparén el segundo lugar como causa de defuncion (SSA,
RHNM 2002). Las leucemias ocuparon el segundo lugar en mortalidad en nifios de 5 a 14 afios de edad. Del
total de casos nuevos por cancer registrados el 9.6% correspondieron a enfermedades hemato-oncolégicas; el
linfoma no-Hodgkin y la leucemia linfoide se encontraron entre las primeras 15 causas y el 8.2% del total de
casos nuevos registrados. Del total de defunciones registradas en ese mismo afio, el 5.8% correspondié a
leucemias, siendo las mayores tasas de mortalidad para hombres y las de tipo linfoide las mas frecuentes
(46%) seguida por la mieloide (33%)(SSA, RHNM, 2002).

La tasa de mortalidad por leucemias muestra una tendencia estable hasta los 35 afios de edad, con una tasa
de mortalidad entre 1.7 y 2.5 por cada 100 000 habitantes, tanto en hombres como en mujeres. A partir de los
35 afios la tasa de mortalidad se duplica tanto en hombres (4.5), como en mujeres (3.8) y alcanza su nivel
maximo en el grupo de mayores de 65 afios,16.3 en hombres y 13.0 en mujeres (Tirado-Goméz y Mohar,
2007).

En México estas incidencias se han relacionado con la industria del caucho, benceno, y otros hidrocarburos
policiclicos, pesticidas y sustancias agroquimicas (plaguicidas y fungicidas); en el caso de las leucemias
infantiles, se han relacionado con la exposiciéon de los padres a estas mismas industrias, asi como al

consumo de tabaco, alcohol, y algunos medicamentos durante el embarazo (Tirado-Goméz y Mohar, 2007).

1.22 LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda en adultos.

La LLA se define como un conjunto de neoplasias hematoldgicas que pueden ser subclasificadas por analisis
cromosomico, inmunofenotipico y morfolégico. Las estadisticas para la LLA han aumentado mucho en los
Ultimos 30 afios, (1 a 2 casos por cada 100, 000 habitantes por afio, en los paises de Occidente),
especialmente en los grupos de 2-10 afios en los que la mayoria de los pacientes se curan con quimioterapia.
La enfermedad presenta 2 picos importantes de incidencia, la mayoria de los casos ocurre en nifios y adultos

jovenes y es seguida por adultos mayores de 60 afios (Munker y Hiller, 1998).

El evento inicial en la LLA es la transformacion y expansion clonal de una célula madre linfoide. El fenotipo de
los blastos de LLA esta determinado por la célula de la que son origen, asi como de su grado de
diferenciacion, estos blastos son incapaces de terminar su diferenciacion. En la mayoria de los casos de LLA
se presentan aberraciones cromosémicas (translocaciones, deleciones, inversiones), algunas de las cuales
son relevantes para el pronostico. Los estudios moleculares han revelado una gran heterogeneidad para la

LLA, sin embargo, no se ha logrado comprender el mecanismo por el cual se origina (Munker y Hiller, 1998).



1.23 Clasificaciones de la LLA.

Se han utilizado caracteristicas morfolégicas e inmunofenotipicas para clasificar a pacientes con LLA. La

clasificacion Francesa- Americana-Inglesa reconoce 3 subtipos (Levitty Lin, 1996):

e L1: Linfoblastos pequefios uniformes, ndcleo redondo regular y sin nucleolo ligeramente baséfilos y
escaso citoplasma. Mas frecuente €N NiM0S. ... ...c.veviiiie e e e e e e 25-30%

e L 2: Linfoblastos largos pleiomérficos, nicleo irregular, basofilia y nucleolos evidentes; mas frecuente en
=0 U] 0 65-70%

e L3: Estructura parecida a Linfoma de Burkitt, largos, homogéneos, basofilia oscura, prominentes vacuolas

y nucleolo. Con inmunoglobulinas de membrana ...............ccooiiiiiin i, 2-7%

Inmunofenotipo

Se ha realizado a través del uso de anticuerpos monoclonales. Las células de LLA sufren rearreglos de
inmunoglobulinas y receptores T por lo que expresan epitopos de moléculas receptoras de antigeno y
diferenciacion de glicoproteinas de superficie de una forma semejante a las células B y T normales (Levitt y
Lin, 1996). Los marcadores considerados para establecer el inmunofenotipo tipo B se muestran en la tabla 1,
mientras que los marcadores considerados para el inmunofenotipo tipo T se muestran en la tabla2. Cabe

mencionar que las leucemias mixtas también presentan marcadores especificos.

Tabla 1. Inmunofenotipo Tipo B : 75% de los casos, mal prondstico .

CD10
Clasificacion CD19 | CALLA | CD20 | CyHg | Surflg | TdT Pronéstico
Pre B temprana
CALLA --
(10-38% ) + - - -- - + Mal pronéstico
CALLA +
(50-60% ) + + +/- - - + Mejor Pronéstico
translocacion especifica
Pre B cell + +/- + + - + t(1;19) en ¥ de pacientes se
asocia con un prondstico
pobre
B cell Alto potencial de proliferativo
( Burkitt's ) + +/- + - + - tiempo de duplicacién 26
(2-7%) horas
Citoplasma altamente basofilo
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Tabla 2. Inmunofenotipo Tipo T: 25% de los casos, mejor prondstico.

Clasificacion CD7 | CD5 | CD2 | CD1 | CD4 | CD8 | TdT Prondstico
Pre T cell + + + - - - + Mal prondstico
T cell + + + + + + + Mejor Prondstico
(5-40%)

Leucemias Mixtas, presentan antigenos mieloides de superficie (CD13, CD14 6 CD33) y linfoides; y
se presentan del 10 al 20% en adultos con LLA, con subtipo CALLA negativo, pre B temprano y en

pacientes con translocaciones cromosdémicas Unicas.

Anormalidades Citogenéticas.

Son muy comunes en pacientes con LLA y son un prondstico muy importante para predecir el resultado al

tratamiento quimioterapéutico. Es posible identificar anormalidades cromosoémicas en mas del 90% de casos
de pacientes con LLA (Levitty Lin, 1996).

Anormalidades de Ploidia Celular

Normal 15-20%

Hiperdiploide (>50) 10-20%
Hiperdiploide ( 47-50) 10%
Pseudodiploide (46 anormal) 30-50%
Hipodiploide 5 — 8%

Los pacientes con hiperdiploidia parecen tener un pronéstico mas favorable, mientras que aquellos con

pseudodiploidia acompafiada de translocaciones, generalmente tienen mal pronéstico (Levitt y Lin, 1996).

Translocaciones Cromosémicas

Las translocaciones que se presentan con mayor frecuencia en la LLA son:

t (9;22) (q34;911) Cromosoma Filadelfia. El protooncogen c-abl del cromosoma 9, se fusiona con el
gen bcr del cromosoma 22, justo en la parte media del gen, el producto de esto es un gen quimérico
BCR-ABL que codifica para unas proteinas con actividad desreguladora de tirosina cinasas, que son
las responsables de que la célula se encuentre en constante reproduccion, independiente a sefales
externas del medio, mediante la activacion de otras proteinas de sefializacion como la ras GTPasa.
Esto se debe a que esta proteina hibrida carece de una seccion vital que le permite desactivarse,
deteniéndose asi las sefiales de proliferacion. Tanto para la Leucemia Mieloide Crénica como para la
Leucemia Linfoblastica Aguda, los genes c-abl estan translocados del cromosoma 9 al 22; los puntos
de rompimiento estan desplazados por mas de 175 Kb del exon abl (Levitt y Lin, 1996).
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Se han utilizado técnicas de PCR para buscar arreglos BCR- ABL y se han observado en 43% de
adultos con LLA, pero solo en 6% de nifios que estan en recaida para la misma leucemia. No se
observo el rearreglo en pacientes con LLA de células T, 55% se observé en pacientes de LLA de
células B y que generalmente no alcanzan la remision. Sin embargo, cabe sefialar que para pacientes
de Leucemia Mieloide Crénica que poseen este cromosoma, ya existe un medicamento capaz de
bloquear la accion de la proteina tirosina cinasa, el Gleevec el cual al principio dio muy buenos

resultados, pero actualmente ya presenta resistencia (Levitty Lin, 1996).

t (8;14) (g 24; q 32). Se presenta en pacientes con LLA de células B; se han observado las siguientes
variantes t(2;8) (p12, 924 ) y t (8;22)-(q24; gll). El protooncogen ¢ myc es translocado del
cromosoma 8 al 14, locus de la regién constante de las Ig (H,K,L), lo que impide la regulacion correcta
de ¢ myc (Levitty Lin, 1996).

t (4;11) (921, q23). Fenotipo de células preB, con rearreglo de genes de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas; estas células pueden coexpresar antigenos mieloides y linfoides. Asociada a la
translocacion t(11:19)(g21;923) en LLA y en al menos 10% de los casos de LMA. La translocacién
t(9;11) (p22, q 23) es la mas comun en la leucemia monocitica aguda en al menos 10% de los casos,
el punto de rompimiento 11q 23 contiene genes que modulan la diferenciacion linfoide y mieloide, por

lo que se asocia a leucemias mixtas (Levitt y Lin, 1996).

t (1;19) (923, p13). Rearreglo de secuencias hacia arriba del gen E2A (codifica para una proteina
transcripcional) sobre el cromosoma 19, con un PBX1 hacia abajo que codifica una proteina
homedtica de union a ADN sobre el cromosoma 1, resultando en una proteina de regulacion
transcripcional irregular, que podria jugar un papel importante en la génesis de la leucemia (Levitt y
Lin, 1996).

t (10;14) (q24,911). Esta translocacion en el locus delta se rearregla con el protooncogen HOX11 en
el cromosoma 10. La proteina TAL1, es otro factor de transcripcion que es desregulado (Levitt y Lin,
1996).

t (11;14) (p15; g11). Produce un rearreglo del receptor alfa/delta de la célula T en el cromosoma 14

(banda q 11) con un gen TTG1 en el cromosoma 11 que codifica para una proteina reguladora

transcripcional de union a DNA (dedo de zinc) (Levitty Lin, 1996).
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1.24 Caracteristicas Clinicas de la LLA.

Al igual que en cualquier leucemia aguda, los sintomas de la LLA resultan de la infiltracién de la médula 6sea
y otros érganos por las células malignas. A consecuencia, se presenta anemia, palidez de piel y mucosas,
cansancio, neutropenia, infecciones, especialmente abscesos, neumonia, trombocitopenia y hemorragias en
diferentes sitios (Hoelzer, 1991).
Los pacientes con LLA también presentan sintomas tales como los enumerados enseguida:

e 50% de los pacientes presentan linfoadenopatia, hepatosplenomegalia.

e 4% Sintomas del SNC (dolor de cabeza, vémito, papiledema, letargia, rigidez nucal, etc).

e 3-10% son asintomatico del SNC. Diagnéstico por examinacién del fluido cerebro-espinal.

e 1- 2% dolor de huesos.

e Otros: leucopenia, disminucidn de plaquetas, neutréfilos, hemoglobina, coagulopatia, complicaciones

pulmonares.

Diagnéstico de LLA.

El diagndstico es relativamente facil, se caracteriza por un elevado nimero de blastos en sangre periférica y
una disminucion en el nimero de plaquetas y neutréfilos. En general los blastos de LLA tienen nucleo grande,
redondo pero con bordes, asi como citoplasma escaso de color azul oscuro, basofilo, en contraste con la LMA,
no se presentan precipitados granulares en el citoplasma (Figura 4). Los blastos del subtipo de células B

generalmente estan vacuolados y mas grandes que los de otros subtipos (Levitt y Lin, 1996).

Figura 4. Micrografia de blastos caracteristicos de LLA,
(Tomado de Levitty Lin, 1996).

El siguiente paso en el diagndstico de la LLA, es un aspirado de médula 6sea que generalmente se lleva cabo
en la cresta iliaca. El perfil cito-quimico de los linfoblastos muestra negatividad para la peroxidasa, negro
Sudan o cloroacetato esterasa, la mayoria de los casos son positivos para acido de Schiff (PAS grandes
agregados citoplasmaticos), la fosfatasa acida puede también ser positiva. En muchos casos el aspirado de
médula 6ésea muestra una infiltracion densa de blastos leucémicos del 50 al 90%, que puede hacer imposible
la aspiracion, entonces se lleva a cabo una biopsia. La diferenciacién inmunoldgica e histoquimica tiene que

llevarse a cabo en sangre periférica y debe diferenciarse bien de la LMA, evaluando la expresién de
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antigenos B, T, NK, y marcadores mielomonociticos usando un panel de anticuerpos monoclonales; esto
también debe llevarse a cabo para hacer la subclasificacion de los diferentes tipos de LLA. Incluyendo

inmunoglobulinas de membrana, citoplasmaticas, TdT y demés antigenos necesarios (Levitty Lin, 1996).

Factores prondstico de la LLA.
Los factores mas importantes de prondstico son las anormalidades citogenéticas, cuenta inicial leucocitaria, la
edad, el tiempo para alcanzar la remisién completa y el subtipo inmunolégico. Enseguida se enumeran

algunos de los factores pronosticos desfavorables:

e Edad: > 35 afios.

e Cuenta inicial leucocitaria: > 100 x10 ° /L

e indice de DNA (1.16-1.6)

e 9% de blastos en médula ésea: 5% de blastos.

e Presencia o ausencia de BCR-ABL t (9;22) o MLL AF4 [t (4; 11)], cromosoma Philadelphia.

e Enfermedad Residual minima en fecha de remision: 0.01%, o no alcanzar la remision en 4 a 5
semanas de tratamiento de induccion.

e Tiempo para alcanzar la remisién: >4 semanas.

e Inmunofenotipo, linaje mixto, de células Pre T, CALLA negativa asi como Pre B temprano.

En un estudio realizados por Levitt y Lin, (1996), los pacientes sin alguna de éstas caracteristicas adversas
tuvieron una remisién continua en un intervalo menor de 5 afios del 62%. A diferencia de pacientes con alguna
de éstas caracteristicas que tuvieron un intervalo de supervivencia del 28% en 5 afios. Se estima que cerca

del 75% de pacientes con LLA poseen uno o mas de los factores pronosticos desfavorables.

1.25 Quimioterapia para LLA

Para el tratamiento de la LLA se utilizan diferentes protocolos, pero el objetivo principal de todos ellos es
alcanzar la remision completa (RC), mediante el llamado tratamiento de induccién. Después, conseguir
erradicar la enfermedad residual para alcanzar la cura definitiva. Esta es la segunda fase y se denomina

consolidacién o intensificacién (Levitty Lin, 1996).

La dosis de quimioterapia se administra en funcién de la superficie corporal expresada en m? y se obtiene a
partir de tablas que relacionan el peso y talla del paciente (ver tabla en ANEXO 1) (Barton-Burke, 2001). Los
antineoplasicos se administran via endovenosa y en estos casos casi siempre, a través de catéteres centrales,
que lleguen a la vena cava superior evitando que sean periféricos por el peligro de extravasacion del farmaco.
Suelen usarse catéteres permanentes como el de Hickman, que recorre un trayecto por debajo de la piel que

evita la generacion de infecciones (Barton-Burke, 2001).

Para el disefio de cualquier protocolo es necesario tomar en cuenta los siguientes aspectos:

a) Cada farmaco usado en una mezcla, debe de ser tan activo como cuando es usado solo;
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b) El mecanismo de accién de los diferentes farmacos usados en el protocolo debe ser complementario
para producir el mayor nimero de muertes celulares,

¢) Los farmacos que produzcan toxicidad en diferentes 6rganos, deben ser combinados de manera que se
administre la dosis maxima, sin que esta sea excesivamente tOxica, asi mismo, las dosis deben de ser

combinadas para presentar la toxicidad en diferentes tiempos (Barton-Burke, 2001).

Quimioterapia de Induccién.

Es el tratamiento que se da por primera vez al paciente y es muy agresivo, ya que su meta es alcanzar la
remisién completa. Se dice que un paciente ha alcanzado la RC, cuando por estudios morfolégicos (utilizando
el microscopio 6ptico) se detectan menos de un 5% de células tumorales en la médula 6sea. Para confirmar
esto, son necesarios los estudios de Enfermedad Minima Residual (EMR), que consisten en detectar mediante
técnicas mas sensibles y especificas, como son la biologia molecular PCR y la citometria de flujo, las posibles

células tumorales residuales (Barton-Burke, 2001).

En los primeros tratamientos usando solo vincristina y prednisona, el intervalo de remision alcanzado es del 40
al 60% y en periodos cortos, agregando daunurobicina se alcanza hasta el 68%, el 47% es alcanzado con L-

asparginasa y el 83% con los cuatro medicamentos (Levitt y Lin., 1996).

Se ha alcanzado del 70-80% con vincristina, prednisona, doxorubicina y citarabina. Sin embargo, para
pacientes con subtipo de células B, se recomiendan ciclos de altas dosis de ciclofosfamida, metotrexato y
citarabina (Levitt y Lin, 1996).

Quimioterapia de Consolidacion.

Es la terapia de mantenimiento, después de haber alcanzado la remision, y se refiere a bajas dosis del mismo
tratamiento por varios afios. Se ha observado remisién completa en 82% de pacientes menores de 25 afios, y

periodos de sobrevivencia de 10 afios en el 38% (Barton-Burke, 2001).

El tratamiento para pacientes Filadelfia positivos es mas complicado, con induccién intensificada se puede
obtener hasta el 70% de remision; sin embargo el periodo de sobrevivencia a los 3 afios fue solo del 8% para
aquellos BCR-ABL positivos, comparado con 59% para aquellos negativos. Altas dosis de citarabina pueden
ser benéficas y un pequefio nimero de pacientes puede tratarse con interferon alfa. Se debe continuar la
guimioterapia a bajas dosis de metotrexato y mercaptopurina por 2 a 3 afios después de obtener la completa
remisién, se observa mejor prondstico para aquellos inmunofenotipos de células pre B tempranas o de células
T, a diferencia de Burkitts o Filadelfia positivos (Barton-Burke, 2001; Levitt y Lin, 1996.).
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Esquema de la Quimioterapia Aplicada en el Hospital General de México parala LLA.

En el Hospital General de México se aplica el protocolo llamado VAP-Mtx, en pacientes adultos con LLA, el
cual incluye terapia de induccion y consolidacion. En las tablas 3 y 4 se muestran este tipo de esquemas de
quimioterapia a través de ciclos de 28 dias, donde se enumera la dosis sugerida de cada uno de los farmacos

administrados.

Caracteristicas Farmacologicas de los Antineoplasicos del protocolo VAP-Mtx.

El esquema de tratamiento aplicado en el Hospital General de México, denominado VAP-Mtx, incluye
mecloretamina, ciclofosfamida, doxorrubicina, metrotexato, citarabina, L-Asparaginasa, vincristina y
vinblastina, cuyas caracteristicas quimicas y farmacolégicas se resumen en la tabla 5. Es posible apreciar que
los efectos toxicos y adversos ocasionados por estos farmacos algunas veces son los mismos, es por ello que
en la columna correspondiente se incluyen nimeros entre paréntesis que refieren a dichos farmacos en el

orden anteriormente citado.

1.26 Farmacogenética de la LLA.

Actualmente en Estados Unidos y Europa se utilizan las caracteristicas genéticas de las células de pacientes
con LLA para individualizar la terapia. Los polimorfismos en genes que codifican proteinas involucradas en la
farmacodinamia y farmacocinética de los agentes antileucémicos son comunes en el alelo variante, en un
intervalo del 5 al 50 %. Por estudios recientes se sabe que la vincristina, prednisona, dexametasona,
etoposido y daunurobicina son sustratos del citocromo P450 3A4 (CYP 3 A4), 3A5 (CYP 3A5), asi como la
glicoproteina-P (MDR1), que son parcialmente regulados por el receptor de vitamina D (VDR) y algunos de

ellos también por el factor de transcripcion Nrf-2 (ver figura 5, Rocha et al., 2005).

Los metabolitos del etopésido, daunurobicina y ciclofosfamida son sustratos de la glutation-S-transferasa
(GSTM1, GSTP1, GSTTL). El etopédsido ademas es glucuronidado por la UDP glucoronosil transferasa 1A1
(UGT1A1); la mercaptopurina es sustrato de la tiopurina S-metil transferasa (TPTM) y el metotrexato
interactta con la metilen tetrahidrofolato reductasa (MTHRF), la timilidato sintetasa (TYMS) y el acarreador de
folatos reducidos (RFC 0 SLC19A1). La prednisona y dexametasona se unen al receptor de glucocorticoides
NR3C1, (Rocha et al., 2005).
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TABLA 3 ,
1.27 PROTOCOLO HGM-LLA-2000 RIESGO ESTANDAR

INDUCCION A LA REMISION

FASE I.

Dia 2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]11 12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23-28

CFM 650
mg/ m® &

VCT
2mg v

DOXO o
25 mg/m?

* ¢ "

L-asp A A A A A A A
6000

u/m?a

PDN'zooooooooooooooo.ooooo
60 mg/ m

QTXIT *kkkk
(MTX-DEX)

CFM 650
mg/ m* &

</ 3o
<
2
2
<~/ 3o
2
2
2

Ara-C‘/
75 mg/m’

R A O I VB B e O BV e e O e O I O e A Y A O B O B VA RV A Y

50 mg/ m?

QTXIT Fhkkk
(Mtx-Dex)

VCT: vincristina, DOXO: doxorrubicina, L-asp: L-asparaginasa, PDN: prednisona, QTX IT: quimioterapia intratecal, Mtx:
metotrexato, Dex: dexametasona, CFM: ciclofosfamida, Ara-C: citarabina, 6MP: 6-mercaptopurina,



CONSOLIDACION |I.

Ciclo 1

Dia

-

N

w

N
o
o
~
©
©

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

28

VP-16 100
mg/ m* &

Ara-C
75mg/m? / dia

QTXIT
(MTX-DEX)

* €

Repetir el ciclo.

REINDUCCION A LA REMISION

FASE I.

|1

415]6[7|8]9]10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

28

VCT 2mg ®

DOXO
5mg/m?

PDN 60
mg /m?

QTXIT
(MTX-DEX)

FASE

CMF 650
mg/m?

Ara-C
75 mg/m?

6 MP 60
mg/ m?

< | <] <

QTXIT
(MTX-DEX)

CONSOLIDACION 11 (igual a CONSOLIDACION 1I).
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Mantenimiento:

e 6MP.50mg/m?/dia/VO de lunesa viernes.
e MTX 15mg/m?/dia / VO una vez por semana.

1.28 PROTOCOLO HGM-LLA -2000 RIESGO ALTO.

TABLA 4.

INDUCCION A LA REMISION

FASE I.

Dia

[EEN

6

8

9

10 | 11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23...28

CFM 650 mg/ m* &

VCT
2mg v

v

DOXO
25 mg/m?

L-asp
6000
u/m?a

PDN o
60 mg/ m?

QTXIT
(MTX-DEX)
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FASE Il

1 415167891011 (12 (13|14 (15|16 (17 (18 (19 (20|21 |22 |23--28
CFM 650 mg/ m* & * * &
Ara-C N \ AR AR R
75 mg/m’
6 MP v VAVNANITN T T T TN
50 mg/ m?
QTXIT N N
(Mtx-Dex)
CONSOLIDACION 1.
ler. ciclo

1123 8(9(10 |11 |12 |13 (14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 21 |22 | 28
Mtx 159 |+
I m?/ IV
L-asp
10 mil N
U/ m?
Ac. félico |+
12mg/m?

Repetir 2 veces mas el ciclo. ( 3 ciclos idénticos )
REINDUCCION A LA REMISION
FASE I.

\123 8/9/10 11|12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 | 20 | 21 | 22 28
VCT 2mg |« \ \ \
DOX «/ \ \
35mg/m?
PDN 60 ||+ |V |V]|V VIVIN N [N N N N N N NN NN
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mg /m*

QTXIT ~
(Mtx-Dex)

FASE II.

CMF 650
mg/m?

Ara-C
75 mg/m?

6 MP 60
mg/ m?

2| 2] <2 <2

QTXIT
(Mtx-Dex)

CONSOLIDACIONI I

2|13/4|5(6[7]8]9]|10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

28

VP-16 100
mg/m?/dia

Ara-c 75
mg/m?/dia

2| <2 2|k
<
<
<
<

QTX IT (Mtx-
Dex) AMO

Mantenimiento:

e 6MP.50mg/m?/dia/VO de lunes a viernes.
e Mtx 15mg/m?/dia / VO unavez por semana.
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TABLA 5. FARMACOCINETICA Y EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS ANTINEOPLASICOS
EMPLEADOS EN EL PROTOCOLO VAP-Mtx

Farmaco

Farmacocinética

Usos

Toxicidad y Efectos
secundarios

Mecloretamina
MCT

)

Altamente reactiva. Tiene una vida media de minutos y

se une rapidamente a los tejidos. Interacciones
farmacolégicas ausentes (salvo agentes que
disminuyen el glutation).

Enfermedad de Hodgkin

e Agente esclerosante intrapleural (dosis 10-20
mg).

e Micosis fungoide (topico).

Ciclofosfamida
CMF

)

Los metabolitos activos de la ciclofosfamida se unen
en un 50% a proteinas plasmaticas con una vida media

de 4-6 horas. La biodisponibilidad oral es del 90%.

Eliminacién via renal.

Interacciones Farmacoldgicas:

a. Alopurinol (aumenta la vida media de los
metabolitos).

b. Farmacos inductores del sistema microsomal
hepético, aumenta los niveles de metabolitos
activos.

c. Glucocorticoides, disminuyen la actividad del
sistema Microsomal.

d. Succinilcolina (la ciclofosfamida aumenta su
actividad).

e. Doxorrubicina (se puede potenciar su
cardiotoxicidad).

i. Actividad de amplio espectro en Leucemias,
Linfomas, mieloma mudltiple, carcinoma de
mama, pulmonar de células pequenias,
neuroblastoma y sarcomas.

f. Acondicionamiento en transplantes
medulares, ya que al ser su principal
toxicidad hematoldgica, permite como otros
agentes alquilantes, una adecuada escala en
su dosis con una toxicidad extramedular
aceptable.

g. Como agente inmunosupresor: artritis
reumatoide, lupus, citopenias inmunes,
sindrome nefritico, granulomatosis de
Wegener y rechazo de transplantes.

Doxorrubicina
DOXO

®3)

Metabolismo. En el higado se transforma en

doxorrubicinol, también activo y en otros metabolitos

no activos, pero potencialmente cardiotoxicos.

Farmacocinética. Aclaracién plasmética trifasica, con
una vida media terminal de 30 horas. No se absorbe

oralmente ni atraviesa la BHE.
Eliminacién. ElI 50% del farmaco se elimina por via

biliar en los primeros dias y de un 5 a 10% en la orina.

Interacciones Farmacoldgicas.

1.Precipita con la heparina y el 5-fluorouracilo.

i.Enfermedad de Hodgkin Linfomas
ii.Leucemia Mieloide Cronica.
iii. Carcinoma de mama.
iv.Mieloma Multiple.
v.Sarcomas.

Otros carcinomas, prostata, vejiga, tiroides,

La mayoria de los
antineoplasicos utilizados
en este trabajo
comparten las siguientes
caracteristicas.

1.Mielosupresion (dosis
limitante). El descenso
en la cifra de linfocitos
ocurre en las primeras 24
horas, en 8 dias la de
Granulocitos y plaquetas,
con recuperacion en 3
semanas.(1,3, 4, 5, 6,7)

2. Nauseas y vomitos
graves.(1, 5)

3. Alopecia. (1, 3, 7)

4, Hiperpigmentacion
en uso toépico. (1,3)

5. Leucemia Mieloide
Aguda (1)

5.- Estomatitis. (2,3 )

6.-Cistitis hemorragica y
secuelas como la
fibrosis y el carcinoma
vesical.(2)¢

7. Fibrosis pulmonar

intersticial.
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2.La anfotericina B aumenta la captacién de
doxorrubicina por las células.

3.La ciclofosfamida y la mitomicina aumentan el
riesgo de cardiotoxicidad.

4.La mercaptopurina aumenta la hepatotoxicidad.

5.Se disminuye la biodisponibilidad oral de la
digoxina.

6.Los barbitiricos aumentan su metabolismo.

ovario y testiculo

Metotrexato
MTX

(4)

Aclaracién plasmatica trifasica, con una vida media
terminal de 8-10 horas. Unidn a proteinas plasmaticas
en un 50%. En el liquido cefalorraquideo LCR pueden
obtenerse concentraciones citotdxicas so6lo con dosis
altas. El farmaco se acumula en derrames pleurales y
peritoneales. La hemodialisis y dialisis peritoneal no
son eficaces para eliminar el metotrexato. Buena
biodisponibilidad oral.

Eliminacién. Se elimina por via renal.

Interacciones Farmacoldgicas.

1. farmacos con elevada unién a proteinas, lo
pueden desplazar y aumentar su
concentracion.

2. Los salicilatos y el probenecid compiten con
su eliminacién renal.

3. Potencian los anticoagulantes orales.

4. LaL-asparaginasa bloquea e inhibe la accién
antitumoral del metotrexato.

= LLA.

= Linfomas.

= Profilaxis y tratamiento de
meningosis leucémicas y
carcinomatosas.

= Coriocarcinoma.

= Carcinoma de mama.

= Canceres de cabezay cuello.

Citarabina
(Arabinésido
de citosina
Ara- c)

(®)

No es efectivo por via oral, debido a la desaminacion
que se lleva a cabo en el tubo digestivo. Se produce
una aclaracion trifasica con una vida media terminal de
2 horas. Las formas de presentacion oral estan en
proceso de estudio. En el SNC se obtiene
concentraciones que equivalen al 50% de las
sanguineas.

Eliminacién. Se elimina por via renal. EI 905 de la
dosis aparece en las 24 horas como metabolitos
inactivos. Se eliminan por via biliar en un pequefio
porcentaje.

= Leucemias Mieloblasticas Agudas.

= Linfomas y Enfermedad de Hodgkin
, Segunda linea.

= LLA

8.- Secrecién inadecuada
de ADH.

Toxicidad cardiaca,

especialmente a dosis
elevadas y con
administracion de
bolo(6)

9.- Insuficiencia Gonadal.

@)

10.- La cardiotoxicidad es
también acumulativa y
aumenta su riesgo con
dosis superiores a
550mg/m?. (3)

11.- Elevacién de
enzimas hepaticas (4).

12.- Fibrosis hepatica
cronica.(4)

13.- Mucositis y diarrea

(4).

14. Nefrotoxicidad, a
dosis elevadas
puede producirse
precipitacion tubular
del metotrexato (4).

15. Neumonitis,
generalmente
autolimitada.(4)

16. Rash maculopapular
(4,5,7)
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L-
Asparaginasa
L-asp
(6)

Vincristina (7)
VCT

y Vinblastina.
VBT

(8)

Farmacocinética. La vida media es variable (8-30
horas). Eliminacion por degradacion metabdlica.
Interacciones Farmacologicas.

Si se administra en forma simultanea al metotrexato,
se disminuye el efecto de éste.

Toxicidad

Alergia y reacciones anafilacticas.

Anorexia hauseas y vomitos.

Disminuye algunos factores de coagulacion.
Pancreatitis 5%.

Hepatotoxicidad.

Fallo renal-oligurico, ocasional.

ogkrwpE

Debido a una absorcion oral irregular se administra por
via intravenosa, mostrando una alta unién a tejidos con
una vida media de 20 horas y minima penetracion del
SNC. Eliminacién. Se elimina fundamentalmente por
via biliar y en heces. Solo se excreta por via urinaria
un 5-15% del farmaco.
Interacciones Farmacoldgicas.
1. Se produce un incremento de | acumulacion de
metotrexato en las células tumorales.
2. Laasaparaginasa disminuye el aclaracion
hepatico de la vincristina.
3. La biodisponibilidad de la digoxina se
disminuye por la vincristina.
4. Lavinblastina disminuye los efectos de la
fenitoina.

LLA.

Enfermedad de Hodgkin y linfomas no
Hodgkinianos.

Leucemia Linfoide Crénica LLC.

Mieloma Mudltiple.

Como inmunosupresor en citopenias
inmunes.

17. Toxicidad intratecal,
aracnoiditis aguda,
disfuncion de pares
craneales y
encefalopatia
desmielinizante. (4)

18. Hepatotoxicidad.
(5.7)

19. Neurotoxicidad (5,6,
7)

20. Conjuntivitis (5)

Los nameros entre
paréntesis corresponden
al nimero del
antineoplasico de la
columna farmaco,
indicando cuales de ellos
presentan la toxicidad y
efecto secundario que se
indica.
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Se han asociado diferentes polimorfismos con la respuesta al tratamiento quimioterapéutico, por ejemplo se
sabe que aquellos pacientes con el genotipo GSTM1 nulo presentan menos recaidas, a diferencia de
aquellos que lo tienen activo, debido a que en condiciones normales, la GST cataliza la inactivacién de
muchos agentes antineoplasicos y sus metabolitos, como la ciclofosfamida, antraciclinas, etopdsido, etc y al
mismo tiempo protege contra el estrés oxidante. Otros genotipos que se han relacionado con la respuesta al
tratamiento son, el TYMS 3/3 que se ha asociado con alto riesgo, ya que proporciona una mayor expresion y
actividad de uno de los blancos principales del Metotrexato, la timilidato sintasa; no asi los TYMS2/2, y TYMS
2/3. El acarreador de folatos reducidos NR3C1 AG, también, se ha asociado a recaida hematoldgica, asi
como también, el genotipo CC Fok 1 del receptor de vitamina D VDR, que regula la expresion de los
citocromos CYP3A4 y la glicoproteina P (Rocha et al., 2005).

Con este tipo de estudios, la farmacogenética puede inferir resultados de la terapia antileucémica y puede

proveer una herramienta para mejorar la individualizacion en el tratamiento.

L prednisona
S dexametasona

\ vincristina

Absorcién / excrecidn

unirse

Inducg/Inhibe

etoposido

Tl

CYP3A4 CYP3A5

‘\

N

Ciclofosfamida

CATABOLISMO

Figura 5. Farmacogenética de los Antineoplasicos empleados en LLA. (Tomado de Rocha et al., 2005).
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II. JUSTIFICACION

La elevada expresion de antioxidantes celulares y moléculas desintoxicantes de xenobiéticos ha sido
implicada en la resistencia de células tumorales contra la quimioterapia, al actuar conjuntamente con las
bombas de exportacion de farmacos y proveer citoproteccién para atenuar el estrés oxidante generado
por los farmacos, comprometiendo sus efectos citotdxicos. Es por ello que el estudio de los mecanismos
de activacion de proteinas antioxidantes y desintoxicantes proveera informacién que ayude a la
optimizacion de los protocolos quimioterapéuticos que resulten en mejores respuestas de los pacientes
con cancer. Al ser Nrf2 el principal factor de transcripcion que regula la expresion de enzimas
antioxidantes y desintoxicantes, muchas de ellas relacionadas con la respuesta a quimioterapia, su
expresion podria funcionar como un factor pronéstico al tratamiento, ya que una elevada expresion
podria significar la ineficiencia del tratamiento. Por otro lado, la linea celular Molt-4, representa un
modelo celular idéneo para resolver esta problematica, al ser linfoblastos de Leucemia Linfoblastica

Aguda.

ll. HIPOTESIS

Si los agentes antineoplasicos empleados para tratar la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) inducen la
expresion génica y proteica del factor de transcripcidon Nrf-2, entonces en el modelo celular Molt-4 se

observara un decremento en los efectos citotoxicos inducidos por dichos farmacos.

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre los niveles de expresion génica y proteica del factor de transcripcion Nrf-2 y

la respuesta a la mezcla de antineoplasicos, en la linea celular Molt-4.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la citotoxicidad inducida tras el tratamiento con la mezcla de antineoplasicos,
vinblastina, doxorrubicina, L-asparaginasa, prednisona, mecloretamina a concentracion

equivalente a la usada en la clinica en células Molt-4.

e Determinar el tiempo promedio de generacion en los cultivos de células Molt-4 posterior al
tratamientos con la mezcla de antineoplasicos a concentracion equivalente a la usada en la

clinica.

e Determinar los niveles de expresion génica del factor de trascripcion Nrf2, inducidos tras los
tratamientos con la mezcla de antineoplasicos, vinblastina, doxorrubicina, L-asparaginasa,
prednisona, mecloretamina a concentracion equivalente a la usada en la clinica y 100 veces

menor a la usada clinicamente, en células Molt-4.



VI. METODOLOGIA
Para determinar el papel del factor de trascripcion Nrf2 en la respuesta a la quimioterapia de la
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) se planted el siguiente disefio experimental;

Células Molt-4
de LLA (ver tabla 6)

\ 4 \ 4
Tratamiento equivalente Tratamiento concentraciéon 100 veces
al usado en la clinica Tx Eq menor al usado clinicamente Tx 100 menor

\ 4

Tratamiento equivalente
al usado en la clinica 2da dosis.
Tx Eq 2da dosis

v \

1. Curvas de crecimiento, determinacion | 2. Extraccion de RNA. [ 3. Aislamiento de Proteina.

de citotoxicidad y tiempo promedio de | Determinacion de los niveles de | Determinacion de niveles de
generacion mediante tincion con azul | expresidon génica mediante RT- | expresion  proteica  mediante
tripano. PCR. Western Blot.

Modelo Celular.

El modelo celular empleado en este proyecto fueron las células, Molt-4, linfoblastos humanos de
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), cuyas caracteristicas se enlistan en la tabla 6.

TABLA 6.1 CARACTERISTICAS DE LA LINEA CELULAR MOLT-4.

Tipo celular Linfoblastos de LLA tipo T .
Origen Paciente en recaida, que recibié previa quimioterapia (19 afios, masculino).
Caracteristicas Tumorigénicas. Poseen una mutacion G > A en el codén 248, del gen p53
Especiales haciendo que la proteina no se exprese

Hipertetraploide, con moda de 95 en 24% de las células. Todas las células

Caracteristicas presentaron 6 q y t (7;7); solo algunas i(17q). Todos los cromosomas tuvieron
Citogenéticas 4 copias por célula, excepto N7, X y Y. y de 2-3 copias para N17
Expresién de CD1 (49%), CD2(35%), CD3A (26%), B(33%), C(34%), CD4 (55%),

antigenos CD5(72%), CD6(22%), CD7(77%).

Crecen en medio RPMI 1640 con L-glutamina 2 mM, NaHCO; 1.5 g/L, 4.5 de
glucosa g/L, 10 mM de HEPES, 1mM de piruvato de sodio; 10% de SFBy 1%
Crecimiento de Antibidticos, estreptomicina y penicilina.

37°C y 5% de CO..

No producen Ig ni virus de Epstein- Barr. Presentaron infeccion con

Otras Caracteristicas micoplasma que fue superada con antibioticos
(Minowada et al., 1972)




6.2 Tratamientos.

Los tratamientos aplicados a las células Molt-4 se realizaron empleando tres condiciones; la equivalente
a la usada en la clinica Tx Eq (Hospital General de México), un tratamiento a concentracion 100 veces
menores a esta Tx 100 menor y finalmente, un segundo tratamiento al empleado en la clinica, a las
células sobrevivientes al primer tratamiento, Tx Eq 2da dosis. Nuestro objetivo principal fue asemejar
en lo posible las condiciones de nuestro cultivo de células Molt-4 (linea celular linfoblastica,
comercializada por ATCC y establecida por Minowada et al., 1972), con aquellas empleadas en la
clinica, es decir administrar los farmacos en los intervalos de tiempo y concentraciones equivalentes a
las empleadas en el protocolo VAP-Mtx (ver tablas 3 y 4); sin embargo, el administrar estas
concentraciones en tiempos analogos a los usados clinicamente implica la acumulacion de las dosis,
provocandose la potenciacion del efecto citotoxico, de tal manera que no fue posible obtener muestra
celular para trabajar con ella, por mas de 48 horas (resultados no presentados). Por esta razén se
decidid6 administrar solamente una dosis de tratamiento a concentracion equivalente y realizar la

cosecha de células a las 48 horas, tiempo en el que la citotoxicidad fue aproximadamente del 70%.

Con el objetivo de tener una menor citotoxicidad, que nos permitiera realizar dosis repetidas del
tratamiento, decidimos trabajar con la concentracion 100 veces menor, ya que previamente realizamos
cultivos a una concentracion 10 veces menor a la usada clinicamente, pero esta mostr6 una
citotoxicidad a las 48 horas, muy parecida a la del Tx Eq (resultados no mostrados). El tratamiento 100
veces menor presentd una citotoxicidad a las 48 horas, parecida a la del control negativo, 10%

aproximadamente (ver gréfica 2 en resultados).

6.3 Establecimiento de la concentracion equivalente a la usada en la clinica.

Las concentraciones de agentes antineoplasicos, se consideraron con base a las tablas del protocolo
de riesgo estandar para LLA correspondientes a la fase de Induccion a la Remision Riesgo Estandar,
aplicados en el Hospital General de México (ver tabla 3 de la introduccion), por ejemplo para el caso de

la ciclofosfamida la concentracion reportada es, 650mg/m? .

Es importante considerar que la ciclofosfamida es un profarmaco, es decir, que para ejercer su efecto
requiere metabolizarse, y este metabolismo se lleva acabo principalmente en el higado. En nuestro
modelo celular Molt4, este metabolismo no esta presente, por lo que administramos uno de los

principales metabolitos activos de la ciclofosfamida, la mecloretamina (Pratt et al., 1994).

Calculamos la estatura promedio de un paciente adulto con LLA del Hospital General de México, esta
fue de 1.68 m y un peso de 73 kg; la superficie en m? corresponde a 1.8 segun la tabla de Skeel (1982)
(ver ANEXO 1). La superficie es 1.8 m? se multiplicé por la concentracién indicada para obtener la

cantidad de ciclofosfamida necesaria para aplicarse en equivalencia:
(650 mg/m?)X (1.8m?)= 1170 mg

Esta cantidad se administraria en un volumen aproximado de 5L de sangre, de un paciente que para

ser considerado riesgo estandar, debe poseer una cuenta de blastos menor a 100 millones de células



por mililitro. Considerando una cuenta promedio de 50 millones de blastos por mililitro de sangre; este

paciente tendria una cuenta total de:
(50 000 000 blastos/mL sangre) X (5000 mL de sangre total)= 250X10° blastos.

Este total de blastos son los que recibirian los 1170 mg de mecloretamina; por lo que para equiparar

estas condiciones nosotros seguimos el siguiente razonamiento:

Si 250X10° blastos reciben 1170 mg de mecloretamina

¢ Cuantos mg deberian recibir nuestras células en cultivo?

Al representar esta concentracion un tratamiento altamente citotéxico decidimos iniciar con una
cantidad de células elevada, para asi poder tener muestra suficiente para realizar nuestros analisis
independientemente de la cantidad de células muertas. Esta cantidad fue 15 millones de células al dia
cero (dia en que se administra el tratamiento); por lo que haciendo la equivalencia:

250X10° blastos
15 X10° blastos — 0.072 mg de mecloretamina

1170 mg de mecloretamina

Esta cantidad se administré en 15 mL de medio, en los que se encontraban los 15 millones de células, a
densidad de 1 millén/mL. La concentracién equivalente usando este volumen es 4.8 X 10°mg
mecloretamina /mL de medio y tomando en cuenta el P.M. del farmaco (192.51), esto corresponde a
24.31 uM, concentracién de final de mecloretamina a la que estan sujetas 15 millones de células en 15

mL de medio.

El mismo razonamiento se siguié para la concentracion 100 veces menor, y de igual manera la
concentracion se ajusto al nUmero de células presentes en el cultivo, ya que en este caso comenzamos
con un nimero menor de células (5 millones), para poder mantenerlas en cultivo 7 dias:
250X10° blastos ’ 11.7 mg mecloretamina

5 X10° blastos > 2.34X10™ mg de mecloretamina

Esta cantidad se administré a 5 mL de medio, en los que se encontraban 5 millones de células, a
densidad 1 millon/mL, por lo que la concentracién utilizando este volumen seria 4 .68 X10® mg de

mecloretamina /mL de medio, correspondiente a 0.243 uM .

Los mismos célculos se efectuaron para todos los farmacos empleados: vinblastina, L-asparaginasa,
prednisona y doxorrubicina, tomando en cuenta su peso molecular, y solubilidad (ver ANEXO 2.
Caracteristicas Fisico-quimicas de los farmacos empleados en los diferentes tratamientos). Los

tratamientos administrados y sus variantes se muestran graficamente en el esquema de tratamientos.



» Tratamiento equivalente al empleado en la clinica “Tx Eq”

0: Inicio de Tratamiento 24 Horas 48 Horas
]

DIA&

15 x 10° células (1*10 Scel/mL) COSECHA.
) Aislamiento de
: - Meclortamina 24.31 uM RONA ) P
Tratamiento .
- L-asparaginasa 0.0432
(Tx Eq) .
uni/mL

- Prednisona 1.2uM
- Doxo 0.331uM
L - Vinhlastina 8. 8nM

» Tratamiento 100 veces menor al empleado en la clinica “Tx 100 menor”

I 0: Inicio Tratamient 24I Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas 120 Horas 14t Horas

166 Horas

| 3x10° cel, 110 Scel/m | | gy | | \ | /l/
Aislamiento de
RNA y Proteinas

Tx 100 (. Mecloretamina 0.243 u Cambio de Medio

menor - L-asp 0.0004 uni/mL Repetir Tratamiento
< -PDN 0.012 uM
- Doxo 0.003uM

- VBT 0.088nM
N~

I COSECHA.

Aislamiento de
RNA y Proteinas




» Tratamiento Equivalente al empleado en la clinica, segunda dosis “Tx Eq 2da dosis

N 24h 48h 72h 96h 120h 144h 166h 190h 214h 238h 262 h 286 h
| 0: Inicio Tx L L L L L L L L L L

I 15 x 10° células, 1*10 6cel/mLI I I I \ I I \ B I |15 x 10° cel, 1*10 6cel/mLI I

. Oh 24 h 48 h
ler Dosis

Tratamiento Cambio de Medio A'CIOSI'ECTAH
Equvalente 2da Dosis LI Rl
(Tx Eq) SINTRATAMIENTO Cambio de Medio RNA'y Proteinas

REPETIR Tx Ed

» Tratamiento Control positivo

I 0: Inicio de Tratamiento 24 Horas 48 Horas
1 DIAS
I 15 x 108 células (1*10 ®cel/mL) I I COSECHA.

Aislamiento de

RNA y Proteinas

BHA 30 uM, concentracion final en
medio, partiendo de stock 3mM




6.5 Curvas de crecimiento, citotoxicidad y tiempo promedio de generacién.

Las células crecieron en medio RPMI-1640 (Sigma R4130), suplementado con HEPES 10 mM, 25 mM
de L-glutamina, 10% de suero fetal bovino (GIBCO 160000-044) y 1% de antibidticos penicilina-
estreptomicina 10,000 unidades/mL (GIBCO 4064), a 37°C y 5% de CO,.

Para establecer las curvas de crecimiento, las células se cultivaron en frascos de 25 cm?, y fueron
determinados cada 24 horas empleando una tincion de exclusion con azul tripano al 0.4%; este
procedimiento también se empled para determinar la citotoxicidad. Para la determinacion del tiempo
promedio de generacion se realizd la misma tincion y se aplico la siguiente férmula:
(log N>—log N;)/ log2

donde N; representa el numero de células vivas iniciales y N, el nimero de células vivas finales, este
valor corresponde al nimero de veces que se dividieron las células en el intervalo de tiempo de cuenta
inicial a cuenta final, en nuestro caso este tiempo fue 24 horas. Con estos valores se hace la relacion
para saber en que tiempo (horas) las células se duplicaron una vez y este es el tiempo promedio de

generacion.
6.6- Extraccion de RNA y RT-PCR.

El RNA total de las células se aisl6 usando Trizol (No. Catalogo 15596-018, Ver Anexo 5) para células

en suspension, mediante el siguiente protocolo:

Agregar 0.75 ml de reactivo Trizol Incubar por 5 minutos a una Agregar 0.2 ml

LS, por cada 5-10 x 10° células

de

temperatura de 15-30 °C, para cloroformo vy agitar

previamente lavadas y centrifugadas.

\ 4

permitir el homogenizado total.

\ 4

vigorosamente por 15
segundos e incubar a
temperatura ambiente

por 10 min.

Agregar 0.5 ml de La emulsién se separa en 2 fases, la :
alcohol isopropilico e p acuosa que es incolora y donde se Centrifudar a
incubar por 10 min a encuentra el RNA y la organica rosada |¢ 12000 9
temperatura ambiente. y de mayor densidad. Se transfiere la g apor
fase acuosa a tubos nuevos. 15 min a 4C.

- Remover el sobrenadante y Centrifugar a 7500 g por 5 min
Centrifugar a 12000 g | lavar el botén con 1 ml de | a 4°C vy repetir el lavado, el
por 10 min a 4°C. "| etanol al 75% agitando "| precipitado es el RNA, dejarlo

vigorosamente. secar y disolver con agua con
DEPCal 0.1%.

Una vez resuspendido el RNA se cuantifico en el espectrofotometro a 260nm. La razén de absorbancia

A260/A280 se empled para comprobar la pureza y calidad del RNA aislado.




RT-PCR.

Esta reaccion esta basada en la capacidad de la DNA polimerasa para generar copias idénticas de
fragmentos de DNA a partir de oligonucledétidos especificos para que la enzima reconozca fragmento del
gen a amplificar en una reaccibn que contiene los elementos necesarios, tales como; dNTPs
(nucledtidos trifosfatados de adenina, timina, guanina, citosina), sulfato de magnesio, y un buffer de pH
neutro. A diferencia de la reaccion de PCR convencional, esta reaccion se vale de la enzima Retro
Transcriptasa para convertir el RNA de nuestra reaccion en DNA de cadena simple, para su posterior

amplificacion, y de esta manera poder determinar la expresion génica.

Para realizar nuestros experimentos, empleamos el sistema de RT-PCR de PROMEGA (No. Catalogo
A1250) que contiene los siguientes reactivos en las cantidades especificadas en paréntesis para cada

una de las reacciones de interés.

e Enzima Transcriptasa Reversa AMV, 5 unidades/uL (1pL)
e Tfl DNA Polimerasa, 5 unidades/uL (1pL)

e Mezclade dNTP's 10Mm de cada base, A T,G,C. (2uL)

e  AMV/Tfl 5X amortiguador de reaccion. (10uL)

e Sulfato de Magnesio 25mM (2pL).

A la mezcla anterior se agregé también, 2uL a concentracion 0.2ug/uL de oligonucleétido para amplificar
un fragmento de 182bp del gen Nrf2 Humano, cuya secuencia sentido fue, CATTAACCT
CCCTGTTGTTG (IFC NrfF2-DB-F UBM No. 5118) y antisentido CTTTCAAATGATCTAAATCTTGC (IFC
NrfF2-DB-R UBM No. 5119); se utiliz6 como control de expresion (gen constitutivo), oligonucle6tidos
para el gen que codifica para la enzima glucosa aldehido fosfato deshidrogenada, GAPDH cuya
secuencia sentido fue CGCTGACTACGTCGTGGAGT (IFC GAPDH F-1 UBM No. 5557), y para el
antisentido CAGGTTTTTCTAGACGGCGA (IFC GAPDH R UBM No. 5380). Finalmente se agrego el
volumen de muestra que contuviera 1ug de RNA total y se completo el volumen hasta 50 uL con agua

libre de nucleasas o agua con DPEC AL 0.1%.

Se llevo acabo la reaccion en el termociclador a 35 ciclos y los productos se resolvieron en una
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 3% previamente tefiido con bromuro de etidio y se
analiz6 la densitometria de las bandas con el programa Kodak 1D, versién 3.5.3, se utiliz6 como

marcador de peso molecular una escalera de DNA de 100bp DNA, (Invitrogen 15628-019).

6.7 Expresion proteica con Western Blotting

Para obtener la proteina total, las células Molt-4, después de ser cosechadas y centrifugadas a 5000
rpm por 5 minutos; se resuspendieron enl mL de buffer RIPA a 4°C (PBS 1X pH: 7.4-7.6, Nonidet P40
al 1%, SDS 0.1%, Desoxicolato de sodio al 0.5%), mas inhibidores de proteasas PMSF (10mh/mL), en
frio por minimo 30 min. Posteriormente se centrifugaron a 10 000 X g por 10 min a 4°C, el sobrenadante

contiene las proteinas solubles y el lisado total de células permanecio en el botdn.



Se procedi6 a la cuantificacion de proteina total, mediante el protocolo de &cido bicinconinico (PIERCE
23225), empleando como estandar una curva de albimina. Se colocan 50 ug de proteina total, en un gel
al 10% de acrilamida, el cual se sometié a una electroforesis vertical por 1.5 horas a 100 volts. Las
proteinas se transfiieron a una membrana de nitrocelulosa mediante electroforesis. Para la
identificacion de las proteinas se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti- Keapl (E-20 sc_15246, goat
polyclonal 1gG, Santa Cruz Biotechnology), anti-Nrf2 (T-19, sc-30915, goat polyclonal IgG, Santa Cruz
Biotechnology) y anti-actina (C-11, sc-1515, goat polyclonal 1gG, Santa Cruz Biotechnology) anti-
yGCSm (T-16 sc-22663 goat polyclonal 1gG, Santa Cruz Biotechnology) y como marcador de peso
molecular se utilizé el marcador Kaleidoscope presatines standards BIORAD 161-0324. Los anticuerpos
primarios se diluyeron en solucion de bloques 1:10 y se incubaron a 4° C toda la noche; la membrana se
lavo 3 veces con TBS-Tween al 0.1% y se incubaron con el anticuerpo secundario Rabbit anti-Goat 1gG
(H+L) conjugado con HRP (peroxidasa de rabano ZIMED 81-1620), el cual se diluyé 1:20 000 en TBS-
Tween 0.1%, 10% de sol de bloque, y se incub6é con las membranas toda la noche a 4°C.
Posteriormente se lavaron las membranas 3 veces con TBS-Tween 0.1% y se reveld la membrana
mediante autoradiografia con los reactivos ECL Western Blotting Analisis Systems (G.E. RPN2109), lo
cual consiste en una reaccion quimioluminiscente que es catalizada por la peroxidasa conjugada al
anticuerpo secundario, y que se hace evidente al quemar la placa de revelado, produciendo manchas
oscuras. Finalmente, se realizé un analisis densitométrico empleando el programa Kodak 1D, version
3.5.3.

4.- Estadistica.

El analisis de los resultados se realizd mediante la prueba estadistica paramétrica, t de Student,
empleando el programa Graph PAD In Stat, version 1.14 (1990). El intervalo de confianza establecido
fue del 95% con distribucion de dos colas. El mismo andlisis se aplicé para todos los pardmetros

evaluados para establecer diferencias con respecto al control negativo.



VII. RESULTADOS Y ANALISIS.

Curvas de crecimiento, citotoxicidad y tiempo promedio de generacién.

Las curvas de crecimiento de las células Molt-4 se muestran en la grafica 1. El promedio de las curvas
de crecimiento descritas por el control negativo, es decir, células sin tratamiento, muestran un
crecimiento lineal analizado desde las 24 hasta las 168 h de cultivo. EI comportamiento del crecimiento
celular, generado por el tratamiento equivalente al empleado en la clinica, se comport6 como se
esperaba, mostrando una disminucién de aproximadamente el 20% en el nUmero de células a la 24 h de
cultivo y de mas del 60% a las 48 h. Esto refleja la capacidad citotéxica de los farmacos antineoplasicos
empleados, por esta razén se busco una concentracién quimioterapéutica menor, que nos permitiera
mantener el crecimiento celular por més tiempo, con la finalidad de poder aplicarle al cultivo de células
Molt4, al menos tres tratamientos. Esta concentracion fue la denominada “100 veces menor” a la usada
en la clinica, condicion para la cual observamos inhibicion del crecimiento, a partir de administrado el
tratamiento y hasta las 24 horas; sin embargo el crecimiento celular se recuperd en las siguientes 48 h
de cultivo, manteniéndose asi hasta 96 h de cultivo, este crecimiento es incluso mayor que el del control
negativo, pero a las 96 horas, cuando es administrada la tercera dosis, se vuelve a presentar inhibicion
en el crecimiento hasta las 168 h de cultivo, que es el tiempo al que se cosecha el cultivo. La gréfica 1
también nos muestra el comportamiento celular del tratamiento equivalente de 2da dosis, el cual
muestra un decremento importante en el nimero de células a las 24 h, casi de la misma magnitud que
la mostrada por el tratamiento equivalente, sin embargo, a las 48 h de cultivo, el nUmero de células
Molt-4 se mantiene constante. Por otro lado, el tratamiento con BHA, analizado en cultivos de 48 h
siempre mostré comportamientos semejantes al control negativo, reflejando ser una variable que no

inhibe el crecimiento celular.

Grafica 1. Curvas de crecimiento celular Molt-4
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El crecimiento celular de cierta manera refleja los efectos citotoxicos que padecen los cultivos celulares,
sin embargo cuando estos se analizan como porcentaje se compensa el hecho de partir de diferente
namero de células en los diferentes cultivos. La citotoxicidad de los cultivos celulares de Molt-4 hasta 48
h generada por las diferentes condiciones evaluadas se muestra en la gréfica 2; donde es posible
observar que hay mayores efectos citotdxicos inducidos por el tratamiento equivalente que los
generados por el tratamiento 100 veces menor, ademas de evidenciarse la moderada citotoxicidad a las
48 horas de tratamiento, inducida por el tratamiento equivalente en segunda dosis, respecto al Tx Eq; y

la ausencia de efectos citotdxicos por parte del BHA.

El hecho de que el tratamiento equivalente al usado en la clinica presente una elevada citotoxicidad,
nos indica que las células Molt-4, de Leucemia Linfoblastica Aguda, son sensibles a la mezcla de
antineoplasicos usados en este tratamiento, que son los mismos que se aplican en el Hospital General
de México. Sin embargo, el remanente de células sobrevivientes a las 48 h de este tratamiento, podrian
poseer mecanismos de resistencia a los efectos citotoxicos de estos antineoplasicos, entre los cuales
podria estar implicada la activacion de la via de Nrf2; es por ello que decidimos trabajar en la
recuperacion de éstas células, para su posterior andlisis, a esta condicion la llamamos, tratamiento
equivalente de 2da dosis (ver esquema de tratamientos). Las células tratadas bajo estas condiciones
mostraron una citotoxicidad entre 15% y 20% a las 48 h de cultivo, valores que son significativamente
menores (p> 0.05) a los obtenidos bajo el tratamiento equivalente de una sola dosis. El tratamiento con
BHA (30 uM) no mostro efectos citotdxicos con respecto al control negativo, a las 48 horas, sin embargo
el hecho de generar en los cultivos una viabilidad superior a la de este mismo control, lo explicamos
como el posible resultado de su capacidad antioxidante, como se ha sido reportado en algunos trabajos
empleando BHA a concentraciones menores de 50 pM (Kraft et al., 2004), ya que, a concentraciones

entre 0.2 y 0.3 mM se ha reportado inhibicién de la proliferacion y apoptosis (Saito et al., 2003).

Grafica 2. Citotoxicidad celular
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Si bien la capacidad citotoxica de un farmaco antineoplasico es fundamental, también lo es su
capacidad citostatica (Rojas, 1992; Pratt et al., 1994; Rojas y Valverde 2007); este parametro lo
evaluamos determinando el tiempo de duplicacién, que es el tiempo que la célula invierte de mitosis a
mitosis (Barton-Burke., 2001). En la tabla 7, se muestran los promedios del tiempo de duplicacién, o

tiempo generacional, calculados para cada condicion experimental probada.

Tabla 7. Tiempo Promedio de Generacion, determinado en células Molt-4, tratadas con la mezcla
de antineoplasicos VAP Mtx.

Tiempo Promedio de Generacion (TPG)

Condicion TPG en horas
Ctrl neg 57,47 + 1,64
x
Tx 100 menor 68,17 + 2,63

Tx. Eq No determinado*
Tx Eq 2da dosis No determinado*
BHA 30 uM 53,58 + 15,87

* No se puede calcular puesto que el nimero de células al tiempo final es menor al nimero de células inicial.

Significativo estadisticamente (t de Student, p>0.05)

Como podemos observar, aunque el tratamiento 100 veces menor no genero citotoxicidad, si causé
aumento significativo, en el tiempo de duplicacion promedio, 68 h contra 57 h del control negativo.
Debido al fuerte efecto citotoxico del tratamiento equivalente en sus dos modalidades (dosis Unica y
2da dosis), no pudimos determinar el tiempo promedio de generacion; matematicamente este valor no
puede ser determinado, biol6gicamente consideramos que el dafio producido por los antineoplasicos a
esta concentracion es tan fuerte, que no puede ser reparado, por lo que la célula muere probablemente
mediante apoptosis tal como se ha reportado con algunos agentes antineoplasicos (Meléndez y
Maldonado, 1998). Por otro lado, cabe sefialar que el tratamiento con el inductor de Nrf2 (BHA) no

afecto significativamente este parametro, mostrando un tiempo generacional promedio de 53.58 horas.

Expresion Génicay Proteica en cultivos de 48 horas.

Los resultados obtenidos de la expresién génica de Nrf2, en cultivos de células Molt4 tratadas con la
mezcla de antineoplasicos (VAP-Mtx) por 24 h y 48 h, determinados a través de RT-PCR se muestran
en la grafica 3. Si bien es posible apreciar que los tratamientos con la concentracion equivalente
generaron cambios en la expresion génica, estos no son estadisticamente significativos, debido a la alta
variabilidad presente en los datos individuales de los tres experimentos realizados. Con respecto a los
cambios de expresién génica generados por el tratamiento 100 veces menor, en la grafica 3 se observa
la subexpresion de Nrf2 en todas las condiciones mostradas, sin embargo, solo en los cultivos de 48 h
fue posible establecer diferencias estadisticas significativas con respecto al control negativo (p>0.05).

Los cambios en la expresion génica de Nrf2 generados por el tratamiento con su inductor, BHA, sefialan



la sobrexpresion significativa estadisticamente (p>0.05) a los tres tiempos evaluados, 24, 48 y 168
horas. Con los resultados generados por la exposicién a BHA 30uM, podemos considerar que el modelo
celular Molt4, es capaz de responder a dicho estimulo induciendo la via de Nrf2, que al ser una via de
proteccién ante el estrés oxidante, responde rapidamente observando la mayor expresion de Nrf-2 a las
24 horas (gréfica 3), otros trabajos han reportado la induccion de Nrf-2 a través de BHA en las primeras
48 h posteriores al tratamiento (Sing et al., 2006).
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En lo referente a los cambios de expresion proteica de Nrf2 en cultivos de 24 h y 48 h determinados
mediante Western Blotting, es importante sefialar el andlisis que realizamos previo a la interpretacion de
los resultados. Se utilizo el anticuerpo anti-Nrf2 T19 (sc-309015, Sta. Cruz Biotechnology), para el cual,
la casa comercial refiere un patrén de tres bandas de aproximadamente 50 kDa, una alrededor de 100
kDa y una mayor a 110 kDa, ellos sefialan que la banda correspondiente a Nrf2 es la de 50 kDa. Sin
embargo, al no detectar cambios en el patron de bandeo sefialado coincidimos con un reporte de
Walkees y colaboradores (2007), en el cual se describen cambios a nivel proteico de Nrf2, (empleando
este mismo anticuerpo) utilizando arsenito de sodio 10uM como inductor de la via (Kobayashi et al.,
2005), en las bandas de 118 kDa y 98 kDa, en diversas lineas celulares. Este grupo sugiere ser la
banda de 98 kDa es la que presenta actividad y que el aumento en el peso molecular es debido a
fosforilaciones de la proteina activa, ya que el peso sin fosforilaciones es de 68 kDa (Pi et al., 2007).
Ante esta situacion, nosotros evaluamos el comportamiento en el modelo celular Molt4 de cada una de
las tres bandas, 118 kDa, 98 kDa y 50 kDa, para determinar cual de ellas respondia al inductor de Nrf2,

el BHA a concentracién 30 puM.



Grafica 4. Expresion proteica de Nrf2 a las 48 horas.
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En la gréfica 4 se presentan los resultados obtenidos con cada banda, a las 48 horas de tratamiento,
elegimos este periodo de tiempo porque es en el cual se han reportado cambios en la expresién de Nrf2
y sus efectores, tratados con BHA 30 uM en diversos trabajos (Kraft et al., 2004; Sing et al., 2006).
Respecto al control, el tratamiento equivalente y el 100 veces menor muestran aumentos de casi un
50%, en la banda de 118 kDa y de 98 kDa, ambos aumentos en la expresion de Nrf2 son significativos
estadisticamente (p>0.05), mientras que la banda de 50 kDa no mostr6 cambios en sus niveles de
expresion. Contrario a lo que esperdbamos, la proteina Nrf2 no mostré cambios en su expresion tras el
tratamiento equivalente de segunda dosis, en ninguna de sus bandas, a este tiempo. El aumento en la
expresion proteica de Nrf2 inducido por el BHA en las banda de 118 kDa y 98 kDa nos llevo a
considerar la banda de 98 kDa la apropiada para realizar el andlisis y la interpretacion de los resultados

en este trabajo.

Una vez establecida la banda a considerar para determinar niveles de expresion proteica de Nrf2,
evaluamos los cambios a este mismo nivel de Keapl y GCS a las 48 h de tratamiento, resultados que
se muestran en la gréfica 5. Estos resultados muestran que el tratamiento equivalente y 100 veces
menor solo inducen de manera estadisticamente significativa la expresién de Nrf2 a nivel génico, no
mostrando cambios a nivel proteico con respecto al control de Keapl y GCS. En este analisis incluimos
el tratamiento equivalente 22 dosis, el cual genero la subexpresion de Nrf2 y Keapl, pero solo la de
Keapl fue estadisticamente significativa (p>0.05). En esta misma gréfica, es posible observar que el
tratamiento con el inductor de la via de Nrf2, genero la sobre expresion del factor de transcripcion, la
subexpresion de su represor Keapl ambas estadisticamente significativas, y un aumento no significativo

en la expresion del efector de la via, la y-GCS.



Cabe mencionar que en esta gréafica, se resaltan también los decrementos de Keapl, tanto por el
tratamiento con BHA, como por el tratamiento equivalente de 22 dosis. Hasta el momento no se han
reportado trabajos que sefialen la degradacion o decremento en la expresiéon de Keapl para inducir la
via, sin embargo, nosotros consideramos que el hecho de que Keapl actué como represor directo de
Nrf2, podria significar que su decremento en la expresion o su degradacion, facilite la translocacion
nuclear de Nrf2 (ver gréfica 6).
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Con el propésito de determinar si habia o no induccion de la via de Nrf-2 a nivel proteico, se establecié
relacionar los niveles de expresion proteica de Nrf-2 y Keapl, a través del calculo del cociente Nrf2/
Keapl, datos que se muestran en la gréfica 6. Para todos nuestros tratamientos encontramos
incrementos significativos respecto al control (p>0.05), lo cual interpretamos como una mayor expresion
de Nrf2 con respecto a la de Keapl; como era de esperarse el mayor cociente lo presenta el tratamiento
con BHA 30pM, con un valor de aproximadamente 4.5, esto es Nrf2 se expreso 4.5 veces mas que
Keap 1.

Grafica 6. Relacion entre la expresion proteica
Nrf2/Keapl a 48 h de tratamiento
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Los resultados anteriores nos exhortaron a realizar experimentos de curso temporalidad menores a las
24 h de cultivo, ya que al parecer la induccion de la via de Nrf2, al ser una via de proteccion a estrés, es
activada en periodos inmediatos al estimulo de la via (Kobayashi et al., 2005). Estos experimentos se
realizaron para monitorizar cambios en la expresion del factor de transcripcion Nrf2 cada 2 horas
después del estimulo y hasta las 6 horas de cultivo subsecuentes; los resultados se muestran en la
gréfica 7. Al igual que los resultados anteriores, primero presentamos los datos de expresion génica y

posteriormente los de expresion proteica.

De los resultados presentados en la gréafica 7 se puede observar que en efecto, la estimulacion de la via
se presento a tiempos menores a 24 h, puesto que el inductor de Nrf2, BHA, induj6 la sobre expresion
del factor de transcripcibn de manera estadisticamente significativa desde la 2 h posteriores al
tratamiento, alcanzando su méximo nivel de expresién a las 24h a partir del cual muestra una
disminucién debida muy probablemente a la autorregulacion de Nrf2. Los resultados del tratamientos
equivalente muestran la induccion de Nrf2 (75% sobre expresion) desde las 2h posteriores al
tratamiento, los cuales se mantienen constantes y comienzan a disminuir a las 24 h, es decir actdan de
forma similar a lo mostrado por el tratamiento con BHA, lo cual consideramos poco alentador para el
éxito del tratamiento antineoplasico, puesto que se espera la induccion de proteinas efectoras de Nrf2
que modulen negativamente el efecto de los farmacos (Rocha et al., 2005). Sin embargo, la respuesta
del tratamiento 100 veces menor fue la inversa, puesto que se presentd la subexpresion de Nrf2 (50%)
con respecto al control desde las 2 h posteriores al tratamiento con la mezcla de antineoplasicos lo cual

nos lleva a sugerir que no habra cambios en la expresion de efectores de Nrf2.

Grafica 7. Curva de Expresion genica de Nrf2
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Los niveles de expresién proteica de Nrf2 determinados en cursos temporales menores, se muestran en
la grafica 8. Estos resultados muestran el mismo comportamiento que los determinados a nivel de
expresién génica, solo difieren en que los cambios de magnitud son mas conservadores a nivel de
proteina. Nuevamente se observa que el inductor de Nrf2, BHA induce la sobre expresion del factor de
transcripcion desde las 2 h posteriores al tratamiento y esta sobre expresién incrementa de forma
gradual hasta las 48h posteriores a la administracién de la mezcla de antineoplésicos. Los incrementos
a nivel de proteina inducidos por el tratamiento equivalente son mas evidentes a las 4h posteriores al
estimulo y se mantienen hasta las 24h para posteriormente disminuir. Para el caso del Tx 100 menor
observamos discretos incrementos que incluso llegan a ser significativos estadisticamente a las 48 h
posteriores al tratamiento. De acuerdo con la grafica 7, hubiéramos esperado que se presentaran
decrementos en la expresién proteica del factor, sin embargo puede deberse a la degradacion
proteosomal de Nrf-2, dado que sabemos que la uniébn de Nrf2 con Keapl lo hacen blanco de
degradacion, al actuar Keapl como un adaptador especifico de sustrato de la ligasa de ubiquitinacion
Cul3 (Kobayashi et al., 2005).
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VIIl. CONCLUSIONES

El objetivo de cualquier tratamiento antineoplasico es la eliminacion del tumor y con esto la muerte
de las células malignas responsables de la formacién del mismo (Fernandez, 1998). Aunque
algunos tratamientos alternos son prometedores; la mayoria no ha alcanzado los resultados
esperados. Los transplantes alogénicos siguen siendo restringidos a pacientes con donadores HLA
compatibles y en los autélogos, incluso los de células troncales, se siguen presentando recaidas
considerables debidas a la contaminacién por células transformadas capaces de volver a inducir la
leucemia. Por otro lado, la terapia génica sigue estando lejos de ser un tratamiento accesible a
todos los pacientes, principalmente por su elevado costo y por la falta de protocolos para su
adecuada aplicacion. Por todas estas razones, la quimioterapia combinada sigue siendo el método
mas utilizado, para tratar a la mayoria de los tumores, incluyendo las leucemias, al menos en

nuestro pais.

Desafortunadamente la quimioterapia tradicional también tiene desventajas considerables: al seguir
una cinética de primer orden en su toxicidad, nunca va a eliminar el 100% de las células
(Fernandez, 1998), lo cual implica, que siempre quedara un pequefio porcentaje de células, que
podrian implicar una recaida en el paciente; por otro lado, es bien sabido que, las neoplasias
humanas no siempre muestran un crecimiento exponencial, si no que presentan una cinética
gompertziana. De manera similar el grupo de Blair y Bonnet (1997) ha propuesto que la mayoria de
las células leucémicas no son capaces de proliferar y que solo una pequefia poblacion de éstas,
(0.2-1.0 %), puede transmitir la patologia en ratones NON/SCID; por lo que los farmacos ciclo
especificos, como lo son la mayoria, no serian eficaces al tener como blanco un porcentaje tan bajo
de células. Ademas la inestabilidad génica que se presenta en los tumores, favorece la adquisicion
de mutaciones y la expresion selectiva de genes que le confieren a estas células ventajas de
sobrevivencia ante situaciones adversas, como podria ser la exposicibn a un tratamiento
guimioterapeutico, por lo que frecuentemente se presentan mecanismos de resistencia a farmacos

antineopldasicos en células tumorales (Borst et al., 2000; Gottesmann et al., 2002).

Por lo anterior, el propdsito de este trabajo fue estudiar el papel de Nrf2 ante la respuesta a la
quimioterapia en la linea celular linfoblastica Molt-4, al actuar como el principal factor de
transcripcion ubicuo que regula la expresién de enzimas antioxidantes y de metabolismos de fase |I,
involucradas en la desintoxicacion de xenobiéticos (Yu y Kensler, 2005). En resumen, los resultados

obtenidos para este trabajo fueron:

e La linea celular Molt-4, Leucemia Linfoblastica Aguda, respondi6 al estimulo de BHA 30uM
desencadenando la sobre expresién del factor de transcripcion Nrf2 a nivel génico y

proteico, describiéndolo como un buen modelo para estudiar la via de Nrf2.

e Las células Molt-4, mostraron mayores efectos citotéxicos por el tratamiento con la mezcla
de antineoplasicos en concentracién equivalente a la empleada en la clinica (~ 50%) y en

menor maghnitud al tratamiento 100 veces menor (~ 10%).



e Los efectos a nivel de expresion génica de Nrf2, mostraron sobre expresion inducida por el
tratamiento con la mezcla de antineoplasicos en concentracion equivalente a la empleada
en la clinica en tiempos menores a 48 horas, donde sus efectos citotoxicos son muy

elevados, mientras que el tratamiento 100 veces menor no indujo su expresion.

e La expresion proteica de Nrf2 mostr6 sobre expresion desde las 2 h posteriores al
tratamiento con la mezcla de antinedplasicos en concentracion equivalente a la empleada

en la clinica.

Con los resultados anteriores, concluimos que en nuestro modelo celular, la via de Nrf-2 respondié
de forma rapida ante el inductor clasico (BHA 30uM), como se ha reportado en diversos trabajos
(Kobayashi et al., 2005), sin embargo, no observamos la induccién del efector GCS, pero si una
disminucién significativa del represor Keapl. Nuestro tratamiento equivalente al usado en la clinica
no fue capaz de inducir aumentos significativos en la expresion génica y proteica de Nrf2, vy esto
se vio reflejado en una alta sensibilidad de las células al tratamiento, a las 48 horas. Por otra parte,
el Tx 100 menor no produjo citotoxicidad en las células, pero si un aumento en el tiempo
generacional, que se podria relacionar con la inhibicién en la expresién génica de Nrf2 y la ausencia
de cambio en la expresién proteica. Cabe sefialar que el comportamiento del represor de la via,
Keapl, en todos los tratamientos, nos condujo a establecer una relacion, entre los niveles de
expresion del factor de transcripcion Nrf2 y esta proteina. De esta relacion establecimos que el
tratamiento con BHA, el cual expresa un cociente Nrf2/Keapl de 4.5 veces de expresion, fue el
méximo valor determinado mientras que el menor cociente lo indujo el tratamiento 100 veces menor.
La diferencia de magnitudes entre estos cocientes, podria explicar la citotoxicidad observada en el
Tx Eq al suponer que la induccion no fue suficiente como para verse reflejada en una mayor

viabilidad celular.

Finalmente conocer la contribucion de los procesos involucrados en el metabolismo y eliminacion de
farmacos antineoplasicos; podria llevar a la optimizacion de los protocolos quimioterapéuticos, para
hacerlos més eficaces y reducir los terribles efectos adversos causados por dosis inadecuadas, ya
que, si la célula presenta actividad constitutiva de vias como la de Nrf2, la administracion de dichos

farmacos resultaria poco exitosa para la eliminacion de células malignas.



LISTA DE ABREVIATURAS

A: Adenina

ABO: Sistema de antigenos sanguineos: A, B, O.
Ala: Alanina

Ara-C: arabinosido de citosina, citarabina

ARE: Elementos de Respuesta Antioxidante
ATCC: del inglés American Type Culture Cells
BCA: Acido Bicinconinico.

BHA: Hidroxianisol butilado.

BTB: Dominio Amplio de Keapl

BSA: Albumina Sérica Bovina

C: Citosina

CALLA: Antigeno Comun de LLA

CAT: Catalasa

C/EBPa: delingles CCATT/enhancer binding protein alpha
CNC: Gen de Drosophila cap and collar

CTH: Célula Troncal Hematopoyeética, o célula Madre Hematopoyética

Cul: Culina

CyHg: Inmunoglobulina citoplasmatica

DEPC: Dietil-piro carbonato

DGR: Dominio Doble Glicina Repetido

EPO: Eritropoyetina

EpRE: Elementos de Respuesta a Estrés

ERK: Proteina cinasa regulada por sefales extracelulares
EtBr: Bromuro de Etidio

EtOH: Alcohol etilico

dNTPs: Nucleétidos trifosfatados

DGR: Dominio Doble Glicina Repetido de Keapl
DNA: Acido Desoxirribonucleico

Doxo: Doxorrubicina

G: Guanina

G1: Gapl, fase del ciclo celular posterior ala S

G2: Gap2, fase del ciclo celular posterior ala M
G-CSF: Factor Estimulador de colonias Granulociticas
GM-CSF: Factor Estimulador de colonias Granulo-Monociticas
GPx: Glutation peroxidasa

GST: Glutation S-Transferasa

GTPasa: Enzima degradante de GTP

y-GCS: gamma-Glutamil-cistein-sintetasa

Gy: Grays

HLA: Antigeno de Leucocito Humano

HO: Hemo-oxigensa

HSP: del inglés Heat Shock Protein

HTLV1: Virus Linfotrépico Humano tipo 1, de células T
IARC: Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer.
Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleucina

IVR: Region de Intervencién de Keapl

JNK1: Cinasa del dominio N terminal de c-Jun

Keapl: del ingles Kelch ECH associating protein 1
L-asp: L- asparaginasa



LCR: Liquido Cefalo-raquideo

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda.

LMA: Leucemia Mieloide Aguda

M: Mitosis

6MP: 6- Mercaptopurina

Maf: del inglés Muscle aponeurotic fibrosarcoma

MAPK: Proteinas cinasas activadoras de mitégeno

MDR: del inglés Multi Drug Resistence

M.O.: Médula Osea.

MTHRF: Metilen tetrahidrofolato reductasa

Mtx: Metotrexato

Neh: del ingles Nrf2 ECH homology (chicken Nrf2 homologous domain)
NK: Células Natural Killer

NQO1: Quinona oxidorreductasal del NADPH

Nrf2: del inglés NF-E2 (nuclear factor erythroid 2) related factor 2
NR3CL1: Receptor de glucocorticoides

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PKC: Proteina Cinasa C

PI3K: Fosfatidil inositol 3-cinasa

RC: Remisiéon Completa

RFC 0 SLC19A1: Acarreador de folatos reducidos
RHNM: Registro Hematoldgico de Neoplasias Malignas
RNA: Acido Ribonucleico

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RPMI: del inglés Roswell Park Memorial Institute
RT-PCR: del inglés Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction
S: Sintesis, Fase del ciclo celular donde se replica el DNA
Ser: Serina

SFB: Suero Fetal Bovino

SNC: Sistema Nervioso Central

SOD: Super 6xido dismutasa

SSA: Secretaria de Salud

Surf Ig: Inmunoglubulina de superficie de membrana.
tBHQ: hidroquinona terbutilada

T: Timina

TdT: Transferasa desoxinucleotidica terminal

TPTM: Tiopurina S metil transferasa

TYMS: Timilidato sintetasa

Tx Eq: Tratamiento equivalente al usado en la clinica

Tx Eq 2da dosis: Segunda dosis del Tratamiento equivalente al usado en la clinica
Tx 100 menor: Tratamiento 100 menor al usado en la clinica
U: Uracilo

UFC: Unidad Formadora de Colonias

UGT: UDP -glucuronosil-transferasas

VBT: Vinblastina

VCT: Vincristina

VDR: Receptor de vitamina D

VP-16: Etopésido

WB: Western Blot

WR: Working Reagent



ANEXO 1. TABLA PARA CALCULAR LA SUPERFICIE EN M® DE INDIVIDUOS ADULTOS,
UTILIZANDO PESO Y ALTURA (Skeel, 1982).
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ANEXO 2. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LOS FARMACOS EMPLEADOS
EN LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS.

BHA (Butylated Hidroxyanisole)

(Sigma Aldrich No. Cat. B1253)

2(3)-t-Butyl hidroquinone monomethyl ether;
(CH3)3CCgH3(OCH3)OH

P.M. 180.24

H

H
S,

"o,

Q.

CHg

Se considera carcinégeno en ratones, por la IARC (1986, 9187), y en humanos por la Sixth Annual
Report on Carcinogens (1991). Es un soélido blanco, ligeramente amarillento, con un olor
caracteristico. Es una mezcla de los isomeros 2-terbutil-4-hidroxianisol y 3-terbutil-4-hidroxianisol; se
funde de 45 a 63° y su punto de ebullicion esta entre los 264 y 270°, es flamable a los 156°. Es
insoluble en agua, soluble en etanol al 50% y en otros alcoholes como propilen glicol, éter de petrdleo;
asi como en aceites. El BHA posee propiedades antioxidantes, por lo cual se usa ampliamente en la
industria, cosmética y alimentaria, sobre todo en alimentos grasos, ya que al cocinarse no pierde sus
propiedades, por lo que funciona como un buen conservador. Esta avalado por la FDA como
conservador en cantidades no mayores al 0.02% peso/peso del total de grasas y aceites en los
alimentos. Se degrada al exponerse prolongadamente al sol y al fundirse produce vapores irritantes.

Se estima que la poblacién esta expuesta a este compuesto por ingestion directa en la dieta,
consumiendo hasta 4.3mg diarios (IARC 1986), cantidad que ha aumentado en las ultimas décadas,
debido a el incremento en el consumo de alimentos industrializados.

Tomado de: Report on Carcinogenesis eleventh edition
http://ntp.niehs.nih.gov/ntp/roc/eleventh/profiles/s027bha.pdf

CLORHIDRATO DE DOXORUBICINA O ADRIAMICINA.

(Sigma Aldrich No. Cat. 25316-40-9)
(8S,10S)-10-(4-amino-5-hydroxy-6-methyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-6,8,11-trihydroxy-8-
(2hydroxyacetyl)-1-methoxy-7,8,9,10-tetrahydrotetracene-5,12-dione.

C27H29NO1;-HCI P.M. 579.98

Biodisponiblildad del 5% por administracion oral, metabolismo a través del CYP3A4, tiempo de vida
media 12-18.5 h, excrecion fecal y biliar. Antraciclina obtenida a partir de Streptomyces peucetius. En
ambiente acido forma un aglicona insoluble en agua, y en ambiente basico se reduce a una amono
azlcar. La sal se llama cloruro de adriablastina y tiene la siguiente formula C,;HgNO;4,.HCI P.M.
579.99 y son cristales en forma de aguja color rojo, mp 204-205° C, solubles en agua y metanol,
insolubles en acetona, benceno, cloroformo y éter de petréleo. Las soluciones acuosas son amarillo-
naranja a pH acido, rojo-naranjas a pH neutro y violetas azules a pH bésico y son sensibles a
temperaturas altas. Considerada como carcin6geno humano por Ninth Annual Report on Carcinogens
(2000).




Complejo DNA-
Doxorrubicina

R1= OH
R2= OCHgs;

Doxorubicin

(Tomado de Pratt et al., 1994)

CLORIDRATO DE MECLORETAMINA

(Sigma- Aldrich No. Cat. M 4878)

Chloro-N-(2-chloroethyl)-N-methylethanamine; N-Methylbis(2-chloroethyl)amine hydrochloride; Bis(2-
Chloroethyl)methylamine; Bis(2-chloroethyl)methylamine (CICH,CH,),NCH3-HCI

P.M. 192.51 mp 108-111 °C(lit.)

El liquido actia como potente irritante, eritema y vesicante en contacto con la piel (quemaduras
graves), potente irritante de los ojos (conjuntiva y cérnea; incluso ceguera) y vias respiratorias. Por via
inhalatoria en exposicién aguda y en el hombre, el valor CLts, es de 3000 mg-min/m? (al vapor); la
concentracion letal mas baja (LCLo) es 10 mg/m® NOEL 2 mg-min/m®. La mediana de la
concentracién-tiempo incapacitante para la visién en el hombre (CLts) €s 100mg-min/m? (Tomado de
Pratt et al., 1994).
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L-ASPARAGINASA.
(Sigma- Aldrich No. Cat. 9015-68-3)
L- Asparagina amidohidrolasa.

Una unidad corresponde a la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 ymol NH; por minuto a pH
8.6 y 37°C. Enzima que hidroliza la L-asparagina en acido L-aspartico y amonio. Cominmente se
obtiene de E. Coli y Erwina sp. La asparaginasa de E. coli tiene un peso molécula aproximado de
136000y se compone de 4 subunidades idénticas. Comercialmente es un polvo cristalino blanco muy
soluble en agua, su actividad se presenta a pH 5-9, es insoluble en metanol, acetona y cloroformo.

H,0
H;N H;N
2 ‘ 3?0 2 | &,0
H—?—CH;—C\ »- H—C—CH;—C\
COOH NH, COOH OH
asparagine aspartate

NH,*

PREDNISONA 98%

(Sigma- Aldrich No. Cat. 53-03-2)
1,4-Pregnadiene-17a,21-diol-3,11,20-trione; 1-Cortisone;
17a,21-Dihydroxy-1,4-pregnadiene-3,11,20-trione
Dehydrocortisone

C,1H2605 P.M.358.43

Propiedades: Cristales muy poco solubles en agua, solubles en alcohol 1g/150 mL y cloroformo
1g9/200mL; ligeramente soluble en metanol y dioxano; punto de fusién 236-238 °C. Glucocorticoide
que afecta la funcién endocrina linfocitolitica en altas concentraciones, posee afinidad por sitios de
respuesta hormona en el ADN, aumentando la transcripcion de proteinas reguladoras de la
proliferacion celular. Induce apoptosis.
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SULFATO DE VINBLASTINA.
(Sigma- Aldrich No. Cat 143-67-9)
CusHsgN4Og - H,SO,

P.M. 909.05

Propiedades: Polvo blanco, pureza del 97%, punto de fusion 267°, solubilidad, en agua 10mg/mL y en
DMSO: 50 mg/mL. Sensible a la luz. Puede ser fatal si se absorbe por al piel y causa irritacion de los
ojos. Proveniente de la Vinca rosasea, inhibe el ensamblaje de los microtubulos al unirse al extremo
C terminal de la tubulina e inducir su auto-asociacion formando agregados espirales. Arresta el ciclo
celular en fase G2. Induce la activaciéon de Raf-1, la fosforilacion de las proteinas de la familia bcl-2,
induce p53 y apoptosis en diversas lineas celulares. Es sustrato de Pgp y CYP3A4.

LV

(Tomado de Pratt et al., 1994) HO’S“OH
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