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I. RESUMEN

La hematopoyesis se origina en una poblacién celular denominada Células Troncales
Hematopoyéticas (CTH), dicha poblacién se caracteriza por una capacidad de
diferenciaciéon a los distintos linajes celulares de la sangre, la capacidad de
autorenovacion, la capacidad de mantenerse en quiescencia y el presentar un
inmunofenotipo CD34+ CD38- linaje negativo. Mientras que diversos tejidos adultos
cuentan con poblaciones de células troncales y progenitoras, se ha descrito que
ciertas neoplasias tienen un origen en poblaciones troncales malignas, dando origen
a tumores. Este tipo de células se denominan Células Troncales Cancerosas. La
Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa de origen clonal
gue suele presentarse en 3 fases a lo largo de 5 afios. Las tres etapas de la
enfermedad se han relacionado directamente a la presencia de una traslocacion
entre el cromosoma 9 y 22 dando lugar al cromosoma Philadelphia, que a su vez da
lugar a la cinasa de tirosina oncogénica Bcr-Abll. Dicha tirosina cinasa presenta
actividad constitutiva y causa la desregulacidon de una serie de vias de sefializacion
gue convergen en un fenotipo leucémico, caracterizado por un aumento en la
proliferacién, pérdida de apoptosis, y una adherencia alterada al estroma. Al igual
gue la hematopoyesis normal, la LMC mantiene un orden jerarquico, en donde las
CTH tienen el papel mas primitivo.

El conocimiento del origen molecular de la LMC ha permitido el disefio de farmacos
gue se unen de manera preferencial a la oncoproteina Bcr-Abl, e inhiben su actividad
rio abajo, estos farmacos son llamados Inhibidores Cinasa de Tirosina y son capaces
de llevar a remisién a la mayoria de los pacientes con LMC, sin embargo, no son
capaces de eliminar a una poblacion de Células Troncales Leucémicas.

El estado actual de los tratamientos disponibles hace necesaria la busqueda de
alternativas terapéuticas que sean capaces de eliminar a esta poblacién troncal
leucémica. La Partenolida es una lactona sesquiterpénica proveniente de la planta
Tanacetum parthenium. La Partenolida ha sido reportada por Guzman vy
colaboradores como capaz de inducir muerte celular programada en células troncales
leucémicas de Leucemia Mieloide Aguda, a través de la inhibicion del factor de

transcripcidn NF-kB y la induccion de Especies Reactivas de Oxigeno. A su vez Guzman



y colaboradores han desarrollado un analogo de Partenolida, dimetil amino
partienolida (DMAPT), con una mayor biodisponibilidad oral.

En el presente trabajo se analizé el efecto de Partenolida y DMAPT en células de LMC,
con un enfoque mayoritario en células primitivas leucémicas y su contraparte normal
en biopsias provenientes de donadores sanos. Se encontré una induccion
preferencial a muerte celular en células mononucleares de LMC y células primitivas
de LMC en fase crdnica, comparadas con su contraparte normal. A su vez, se observo
que la induccién de muerte celular es acompafiada de la activacidon de caspasa 3 en
células expuestas a PTL o DMAPT, sin embargo, la induccion a muerte celular no
disminuye al pretratar las células con el inhibidor general de caspasas Z-vad,
sugiriendo que la activacion de caspasas no es el Unico mecanismo involucrado en la
induccion de muerte celular.

Por otro lado, se observé la induccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
células leucémicas expuestas a ambos compuestos, dicha induccidn se vio
directamente relacionada a la induccion de muerte celular, ya que el pretratamiento
de las células con N-acetil cisteina, un precursor de glutatién, es capaz de revertir la
induccidon de muerte celular causado por el tratamiento con PTL o DMAPT, dicho
efecto se vio acompafiado con ausencia de la inducciéon de ROS. Se observé a su vez
gue las células leucémicas son capaces de activar sistemas de compensacién redox
como es el sistema NrF2, activando la transcripcion de Hemoxigenasa 1, cuando son

expuestas a PTL o DMAPT.



II. ABSTRACT

Hematopoiesis originates in a cellular population designated as the Hematopoietic
Stem Cell (HSC). This group of cells share certain features like the capacity to
differentiate to the different blood lineages, the ability to self-renewal, and the
capacity to remain quiescent, it also presents the immunophenotype CD34+ CD38-
linage negative. While different adult tissues have their own stem and progenitor
populations, certain malignancies have been described as originating in a population
with stem cell like features, giving rise to tumors. These populations have been
named Cancer Stem Cells. Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a myeloproliferative
disorder with a clonal origin that presents with a natural course of three phases that
usually last 5 years. These three disease stages have been directly linked to the
presence of a reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22, giving rise to
the Philadelphia chromosome, which by itself gives rise to the oncogenic tyrosine
kinase Bcr-Ablr-1. This kinase is activated constitutively and causes deregulation of
multiple pathways, which converge in a leukemic phenotype, characterized by an
increase in proliferation, loss of apoptosis, and an altered stromal adherence. As in
normal hematopoiesis where Hematopoietic Stem Cells give rise to progressively
differentiated cells, this model is replicated in CML disorder, where a primitive
leukemic population named Leukemic Stem Cell bearing the Philadelphia
Chromosome gives rise to the leukemic clone.

The molecular biology of CML has made it possible to design molecules that are able
to target Bcr-Abl oncoprotein, and inhibit its downstream molecular pathway, these
molecules are named Tirosine Kinase Inhibitors (TKIs). Although TKI’s are able to
achieve remission in the majority of CML patients, they are not successful at
eliminating Leukemic Stem Cells.

The current state of available treatments for CML patients makes it imperative to
look for therapeutical alternatives that are capable of eliminating this leukemic stem
population. Parthenolide is a sesquiterpene lactone from Tanacetum partheium.
Recently Parthenolide has been reported by Guzman and collaborators as capable of
inducing programmed cell death in leukemic stem cells in Acute Myeloid Leukemia,

by inhibiting the transcription factor NF-kB and the induction of Reactive Oxygen



Species. Guzman and collaborators have also developed a Parthenolide analogue,
which has oral bioavailablity.

In this work the effect of Parthenolide and DMAPT’s on CML cells was studied. Special
effort was made to observe specifically the effect on primitive leukemic cells and
primitive normal cells from normal biopsies of healthy donors. It was found a
preferential cell death induction in CML mononuclear and primitive cells from
Chronic Phase patients, compared to their normal counterpart. Also, PTL and DMAPT
cell death induction was accompanied with Caspase-3 activation, however, cell death
was not avoided by pre-treatment of cells with the pan-caspase inhibitor Z-vad,
suggesting that caspase activation is not the only mechanism involved in cell death
induction.

On the other hand, a strong Reactive Oxygen Species (ROS) induction was observed in
leukemic cells exposed to both compounds, ROS induction was accompanied by cell
death and effect was inhibited by pretreatment of cells with the glutathion precursor
N-acetyl cysteine (NAC), the involvement of ROS in cell death was confirmed by lack
of ROS induction in NAC pretreated cells. It was also observed that leukemic cells can
activate a redox compensation system as NrF2, which activates Hemoxigenase -1

transcription, when cells are treated with PTL or DMAPT.



l1l. INTRODUCCION
1. 1.HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es el proceso bioldgico que da lugar a los distintos componentes
celulares de la sangre, conformado por dos linajes principales, el linfoide y mieloide.
Dicho proceso se da durante el desarrollo prenatal en diversos sitios que incluyen el
higado fetal y el bazo fetal. En la etapa adulta se da en sitios especificos de la médula
Osea. Debido a la corta vida de las células hematopoyéticas maduras, la produccion
de estas se mantiene de manera continua y se calcula que cada segundo se producen
1.5 x10° de células maduras (Bryder et al, 2006). Este alto recambio celular requiere
de un proceso bioldgico altamente regulado y dinamico, que tiene su origen en una
poblacién de células Unicas denominadas Células Troncales Hematopoyéticas (CTH).
A través de un modelo jerarquico formado por cuatro compartimentos principales,
las CTH conforman el compartimento mas primitivo y dan lugar a las células
progenitoras, estas a su vez originando a células precursoras, que posteriormente

daran lugar a las células maduras del sistema hematopoyético.

1.1 La concepcion de las Células troncales

A mediados del siglo XIX el naturalista Ernst Haeckel, un dvido Darwinista, se interesé
en estudiar la ontogenia de organismos multicelulares e identificar patrones que
recapitularan la naturaleza de procesos evolutivos. Los arboles filogenéticos
plasmados por Charles Darwin partian de un organismo ancestral y primitivo, dando
lugar progresivamente a organismos adaptados y especializados, dichos esquemas en
conjunto con observaciones de Haeckel sobre las similitudes que presentan los
embriones de vertebrados, provocaron que ideara una hipdtesis resumida en la frase
“La ontogenia recapitula la filogenia” con la que buscaba explicar que era posible
observar el desarrollo evolutivo de un organismo, observando su desarrollo
embrionario. Utilizando este mismo proceso de pensamiento, Haeckel acuiié el
término Stamzelle (Célula troncal) en 1877 al referirse al dvulo fertilizado, aquella
célula capaz de dar lugar a todos los tejidos de un organismo (Maehle, 2011).

El término de célula troncal fue mayormente establecido en el contexto de

embriologia gracias al evolucionista aleman August Weissman que lo logré mediante



su teoria del plasma germinal. Weissman establecié que Unicamente los gametos o
células germinales de un organismo eran capaces de transmitir la informacion
genética (Maehle, 2011) y por ende eran las Unicas células que contenian el plasma
germinal completo e intacto, que era la sustancia que Weissmann adjudicaba como
contenedora de la informacidn hereditaria, mientras que las células somaticas que
conformaban todas aquellas células no germinales carecian del plasma germinal, o
presentaban una menor cantidad de este. Fue un asistente de Weissman, Valentin
Heacker, que en 1892 al estudiar el desarrollo embrioldgico del crustaceo Cyclops
designd a la célula que da lugar a las células germinales y somaticas en el embridn,
“la célula troncal” (Maehle, 2011). El mismo afio en que Haecker publicé su reporte
sobre Cyclops, Theodor Boveri realizd observaciones similares en embriones del
nematodo Ascaris, donde describié que la Célula Troncal al dividirse daba lugar a una
hija que mantenia las caracteristicas de la CT y otra hija que se diferenciaba a una
precursora de célula somatica (Marin-Llera and Chimal-Monroy, 2016). Con esta
sencilla idea, Boveri establecid el concepto de autorrenovacion y diferenciacion,
conceptos definitorios que se mantienen hoy en dia para definir a las Células

Troncales.

1.1.1 Las Células Troncales Hematopoyéticas

Aunque hasta ahora, el concepto de células troncales se habia establecido como
células pluripotentes presentes en etapas tempranas de embriones animales, la idea
se fue propagando a otras areas, estableciéndose la posible existencia de células
troncales que daban origen a tejidos especificos. El médico Paul Ehrlich desarrollo
técnicas de tincidon que permitieron observar y diferenciar el desarrollo de los
distintos linajes hematopoyéticos (Ramalho-Santos y Willembring, 2007).

La existencia de una poblacion celular capaz de dar lugar a los distintos linajes
hematopoyéticos fue un tema de discusién a principios del siglo XX. Siendo la teoria
unitaria la que respaldaba la existencia de las CTH, desarrollada por Arthur
Pappenheim, Alexander Maximow y Ernst Neummann quienes, al estudiar el sistema
hematopoyético, establecieron un origen comun para los eritrocitos y los leucocitos.
Fue Arthur Pappenheim el primero en acufar el término de Célula Troncal

Hematopoyética en 1896, para referirse a una célula capaz de dar lugar a los distintos



linajes hematopoyéticos (Maehle, 2011). Por otro lado, los dualistas, opositores a la
teoria unitaria y cuya figura mas importante era el médico Paul Ehlrich, apoyaban la
idea de un origen dual para los distintos linajes, por lo que los granulocitos y
eritrocitos se desarrollarian en la médula dsea, mientras que los linfocitos lo harian
en los nédulos linfaticos y el bazo (Ramalho-Santos y Willembring, 2007). Sin
embargo, las limitaciones técnicas de su tiempo impidieron que se resolviera el

debate por varias décadas.

1.1.2 El descubrimiento de las CTH

La detonacién de las bombas nucleares en Hiroshima y Nagasaki en 1945 trajo
consigo una gran pérdida humana que sucumbid al instante, mientras que la
poblacién sobreviviente expuesta a altos niveles de radiacién ionizante desarrolld
Sindrome de Irradiacion Aguda (SIA), caracterizado por una anemia apldsica causada
por la pérdida de células hematopoyéticas. Los pacientes con SIA se caracterizan por
presentar hemorragias (trombocitopenia), infecciones bacterianas (neutropenia) y
anemia (eritropenia). Con el tiempo las consecuencias de estos sucesos ayudaron a
describir una sensibilidad especial de las subpoblaciones de CTH, criticas para la
repoblacién hematopoyética, ante la radiacién, causando en los pacientes con SIA
una pérdida de la hematopoyesis a los pocos dias de la exposicion.

El desarrollo y uso de armas nucleares a finales de la Segunda Guerra Mundial y el
advenimiento de la guerra fria provocé nuevas prioridades en el drea de medicina,
impulsando un interés especial en tratamientos para victimas de un posible ataque
nuclear. En 1942 el joven médico Leon Jacobson fue reclutado para participar en el
desarrollo de la bomba atdmica, su trabajo consistié en monitorear la salud del
personal trabajando en el “Proyecto Manhattan” y hacer estudios del efecto de la
radiacion en animales. Tras su participacién, Jacobson continué su investigacion
sobre los efectos de la radiacidn en ratones en la Universidad de Chicago. Como fruto
de su investigacion Jacobson desarrolld6 un método que le permitia reproducir el
sindrome de SIA en un modelo animal. Jacobson exponia ratones a dosis letales de
Rayos X y al igual que en pacientes con SIA, la médula ésea de los ratones era
destruida, tras esto los ratones manifestaban una pérdida de la capacidad

hematopoyética y morian, a este tipo de irradiacidon se le llamo irradiacién letal
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(Donnall E. Thomas, 1994). En 1949 Jacobson descubrié que, si al irradiar a los
ratones se les protegia el bazo con una cubierta de plomo, estos lograban sobrevivir
la irradiacion letal, a través de hematopoyesis extramedular en el bazo (Jacobson et
al., 1949). Posteriormente Jacobson observo que podia rescatar a los ratones
irradiados al inyectarles bazo sano en el abdomen. Un colega de Jacobson, el Dr. Egon
Lorenz y sus colaboradores, reportaron poco después (1951) que era posible
reproducir el efecto de rescate al inyectarles intravenosamente médula dsea
proveniente de ratones sanos singénicos, (Lorenz, 1951), de modo que Lorenz de
manera inadvertida habia realizado el primer trasplante de médula 6sea. En la época
en que se realizaban estos experimentos, el efecto de rescate era adjudicado a un
factor humoral, y no por una repoblacién celular del donador, se hipotetizaba que la
radiacion inducia una toxina responsable de los sintomas de SIA y que la proteccion
de ciertos tejidos evitaba los efectos de esta toxina, ya que en esa época no se
consideraba factible un trasplante alogénico, debido al rechazo del propio sistema
inmune observado en pacientes (Donnall E. Thomas, 1994).

La hipdtesis del factor humoral fue rechazada pocos afios después, en 1952 Main y
Prehn inyectaron a ratones irradiados médula dsea proveniente de ratones sanos, no
singénicos, posterior a la recuperacién de los ratones trasplantados, realizaron un
injerto de piel proveniente de los donadores, en los ratones trasplantados, contrario
a lo esperado, los ratones no rechazaron el injerto. Este experimento comprobé que
la inyeccidon de médula dsea causaba un genuino trasplante (Gale y Goldman, 2013).
Los trabajos con ratones irradiados interesaron al hematélogo Donnall Thomas que
deseaba lograr trasplantes de médula en humanos. EI Dr. Thomas, se habia
interesado en utilizar el trasplante de médula en pacientes con leucemia, trabajé en
conjunto con el oncologo pionero de la quimioterapia, el Dr. Dana Farber con el
objetivo de superar las complicaciones ocasionadas por la Enfermedad de Injerto
Contra Hospedero (GVHD). Uno de sus primeros acercamientos fue lograr trasplante
autdlogo en perros irradiados, los perros al igual que los ratones fueron irradiados
con dosis letal y posteriormente se les inyecté médula ésea previamente obtenida de
ellos mismos, los perros sobrevivieron al tratamiento y lograron una expectativa de
vida normal tipica de su raza. Posteriormente Donnall Thomas desarrollé con su

equipo, técnicas de deteccion de compatibilidad de tejido, que le permitia llevar a
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cabo trasplantes de médula alogénicos en perros, tecnologia que eventualmente
lograria traspasar a pacientes. A lo largo de su carrera Donnall Thomas se volvié
pionero en la investigacidn tanto clinica como de laboratorio en trasplante de médula
0sea, y en 1957 reportd los primeros intentos de realizar trasplantes alogénicos de
médula ésea, la mayoria realizados en pacientes con cancer terminal. En 1959 realizé
el primer trasplante de médula en un paciente pediatrico con Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA). El paciente, tras recibir una dosis letal de irradiacion, se le trasplantd
médula d6sea de su hermano gemelo, logrando injertar, el paciente sobrevivid el
trasplante sin embargo tiempo después recayod con leucemia, el Dr. Thomas recibié el
premio nobel en fisiologia en 1990, por sus investigaciones y avances en el
conocimiento del trasplante de médula (Gale y Goldman, 2013).

Anos después de los experimentos de Jacobson y Lorenz con ratones, Till, McCulloch
y Becker del Ontario Cancer Institute, utilizando las técnicas de irradiacion vy
trasplante, observaron que al inyectar a ratones irradiados, células provenientes de la
médula ésea de ratones sanos, los ratones desarrollaban colonias macroscépicas en
el bazo tras 10 dias del trasplante, las colonias correspondian a células
hematopoyéticas mieloeritroides (compuestas por granulocitos, eritrocitos,
macréfagos, megacariocitos). El nimero de colonias en el bazo correlacionaba con el
numero de células trasplantadas. Posteriormente los investigadores tomaron células
de estas colonias y las inyectaron en otros ratones irradiados, los ratones receptores
desarrollaron a su vez las colonias en el bazo, a estas células trasplantadas capaces de
producir colonias los autores nombraron CFU-S del inglés Colony Forming Unit-
Spleen. En otro experimento que resultd ser el mas definitorio, se trataron
previamente las células a trasplantar con radiacién lo cual causé que algunas
murieran y que las células sobrevivientes desarrollaran mutaciones, al trasplantar las
células mutantes en los ratones receptores y observar la mutacion en las colonias,
lograron probar el origen clonal de sus colonias, las CFU-S representaban células
troncales hematopoyéticas. Los experimentos publicados a lo largo de los afios 60s
(Becker et al.,, 1963) demostraron la existencia de las CTH, comprobando dos
caracteristicas de la poblacidn, la capacidad de diferenciacidn, ya que las colonias
estaban formadas por distintos tipos celulares maduros, y la capacidad de

autorenovacion, ya que el segundo trasplante dio lugar a mas colonias.
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A partir de los trabajos de Till y McCulloch se establecieron las bases de la
investigacion con CTH y se contribuyd a la teoria de la organizacion jerarquica en la
hematopoyesis propuesta por Pappehnheim, a partir de una poblacién que
representa el 0.01 % de las células hematopoyéticas en la médula ésea adulta. Las
CTH han sido descritas por numerosos autores por tres caracteristicas que las
definen: la capacidad de autorrenovacién; el potencial de diferenciacion a los
distintos linajes hematopoyéticos (mieloide y linfoide), ambas cualidades son mejor
enmarcadas en el modelo de la divisién asimétrica, donde una CTH da origen a dos
células, una idéntica a la célula troncal y la otra con caracteristicas de diferenciacion,
rasgos que evitan la deplecién de las CTH a lo largo de la vida; y finalmente la
capacidad de mantener una fraccidn de la poblacion en estado de quiescencia, lo que
permite el mantenimiento de la homeostasis y el resguardo de CTH para un evento

critico.

1.1.3 El inmunofenotipo de las CTH

Mientras que se desarrollaban metodologias de trasplante y cultivo ex-vivo que
permitian apreciar la existencia de CTH, restaba encontrar una forma de identificar y
separar a estas células de manera que fuera posible estudiar sus funciones y
capacidades de mejor manera.

Fue el grupo de Irving Weissman que en 1988 (Spangrude et al., 1988) utilizando la
recién desarrollada técnica de citometria de flujo, lograron identificar en ratones una
poblacién celular enriquecida en CTH a través de tres marcadores de membrana, se
separaron células de médula ésea bajas en expresion de Thy1.1 (CD90), con ausencia
de marcadores de linaje (linaje B, T, macrdfagos, granulocitico y eritroide) y altos en
expresion de Sca-1. Dicha poblacion enriquecida era capaz de rescatar a 50% de
ratones irradiados, con tan solo 30 células, la poblacion trasplantada lograba
reconstituir la hematopoyesis de largo plazo, la cual en la época de la publicacién era
definida como tres meses. Posteriormente se han logrado identificar marcadores
adicionales que logran purificar aun mas a esta poblacion, se ha encontrado que,
dentro de la poblacidon previamente enriquecida, las que presentan baja y nula
expresion de CD34 y alta expresion del receptor c-kit (CD117), muestran capacidad

de reconstitucién mielolinfoide de largo plazo (Seita y Weissman, 2010).
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Aunque la identificacion de marcadores especificos para poblaciones de CTH
humanas representaba un importante paso en la investigacion de CTH, la Unica forma
de identificar a células primitivas del sistema hematopoyético para ese entonces era
el ensayo clonogénico de capacidad formadora de colonias en medio semisdlido
como metilcelulosa, y la falta de un modelo in-vivo para identificar la capacidad
funcional de estas células dificultaba el estudio en estas poblaciones. En 1984, el
grupo del Dr. Curt Civin en Baltimore, desarrollé el anticuerpo My-10, tras inyectar a
ratones con la linea celular de leucemia mieloide KG-1, el anticuerpo identificaba a un
antigeno expresado en células con morfologia de blastos de médula ésea humana
tanto de donadores sanos como de pacientes con leucemia, mientras que las células
hematopoyéticas no seleccionadas por el anticuerpo contaban con una morfologia
madura. El anticuerpo My-10 detectaba una glicoproteina membranal de 115
kilodaltones (KDa) y seleccionaba a una subpoblacién enriquecida en células
formadoras de colonias, del 1 al 4% en aspirados de médula ésea y solamente 0.5%
en sangre periférica (Krause et al., 1996). Eventualmente se identificé que el antigeno
identificado por el anticuerpo My-10, correspondia a la glicoproteina CD34, un
ligando de L-selectina, con funciones en adherencia célula-célula o adherencia a
matriz extracelular.

En 1988 Berenson y colaboradores reportaron haber realizado trasplantes autoélogos
en babuinos. Cinco primates fueron irradiados letalmente y posteriormente se les
inyectaron alrededor de 20 x 10° células hematopoyéticas enriquecidas en fenotipo
CD34+. Todos los primates sobrevivieron exitosamente al procedimiento,
demostrando que dentro del inmunofenotipo CD34+ se encuentra una poblacion
capaz de reconstituir el sistema hematopoyético, es decir una poblacion de CTH. Tres
afios después (1991) el Dr. Donnall Thomas realizé trasplantes de células
enriquecidas en CD34, en pacientes con cancer de mama y neuroblastoma, ya que no
se detectaban células CD34+ en tumores sdlidos, el Dr. Thomas hipotetizd que la
seleccion por FACS de células de médula ésea CD34+ seria una buena estrategia para
seleccionar una p’oblacién no tumoral y capaz de reconstituir la hematopoyesis en
estos pacientes, tras una terapia mieloablativa (quimioterapia o radiacién). Como
resultado 6 de los 9 pacientes injertaron el trasplante a corto plazo (>2 meses) y 5

mostraron injerto a largo plazo (>3 meses), aunque eventualmente todos los sujetos
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murieron de complicaciones de 3 a 12 meses después (infecciones oportunistas o
recaidas a la neoplasia), no obstante, el estudio clinico demostré la capacidad
reconstitutiva presente en el compartimento CD34+ en humanos (Donnal Thomas,
1994).

Debido a que los avances médicos en trasplantes humanos no se encontraban lo
suficientemente desarrollados, la identificacion de una poblacién de CTH con mayor
pureza no resultaba practica. Fue el desarrollo de ratones inmunodeficientes que
permite la realizacion de xenotrasplantes de células humanas a su médula dsea y que
hizo posible la identificacion de un inmunofenotipo troncal humano que fuera capaz
de diferenciacion a los distintos linajes hematopoyéticos, incluidos los linfocitos T que
presentaban dificultad para su diferenciacién in vitro. Dichos experimentos son
denominados xenotrasplantes, ya que involucra el injerto de drganos entre especies.
El primer modelo murino que permitio estos trasplantes fue el ratén SCID del inglés
Inmunodeficiencia Severa Combinada, que cuenta con una mutacion en el
cromosoma 16 que impide la recombinacidn de los genes del receptor de antigenos.
Dicha mutacién impide la maduracion de linfocitos T y B, por lo que carecen de
inmunidad adaptativa. La mutacion se identificd por primera vez en 1980 en ratones
CB.17 (Bosma y Carroll, 1991).

Fue nuevamente el grupo de Irving Weissmann (1988) que utilizando al modelo SCID
y cultivos in vitro a largo plazo utilizando una capa de estroma murino, logré
identificar a una poblacién rara (0.05-0.1%) y altamente enriquecida en células
troncales en médula ésea fetal, con el inmunofenotipo CD34+ CD90+ lin- (negativos
para marcadores de linaje T, B, NK, y mieloeritroides). Dicha poblacién era capaz de
diferenciar a los distintos linajes hematopoyéticos (mieloide y linfoide), tanto en
ratones SCID como en el ensayo de formacién de colonias a largo plazo (LT-CIC),
mientras que la contraparte CD34+ CD90- lin- no lograba desarrollar dichas colonias.
Posteriormente Huang y colaboradores lograron enriquecer mayormente la
poblacién troncal, al describir que dentro del inmunofenotipo CD34+ CD90+ lin-, la
ausencia del marcador CD38, una glicoproteina transmembranal ausente en células
troncales y gradualmente presente en células progenitoras y precursoras. El grupo
reporté que dicho inmunofenotipo seleccionaba a Ila poblaciéon capaz de

diferenciacién multilinaje altamente quiescente. Hoy en dia dicho inmunofenotipo
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sigue vigente y en uso, siendo el inmunofenotipo mas aceptado para CTH: CD34+

CD38- CD90+ CD45RA- lin-.

1.1.4 El microambiente hematopoyético

El alto rendimiento que se requiere de la poblacidn de células troncales
hematopoyéticas para mantener la homeostasis del tejido sanguineo es inimaginable
cuando se piensa que la poblacién origen es tan infima. En el cuerpo humano adulto
se calcula que existen alrededor de 11,000 células troncales hematopoyéticas de las
cuales la mayoria se encuentra en estado quiescente como estrategia protectora
contra insultos genotoxicos (Boulais y Frenette, 2015), mientras que la produccién de
células nuevas es alrededor de 100,000 millones cada dia (Hoggatt et al., 2016). La
regulacion de esta alta proliferacion a lo largo de los compartimentos
hematopoyéticos se ha logrado explicar gracias al entendimiento del microambiente
hematopoyético.
Tras los reportes de Till y McCulloch que demostraron la existencia de las CTH, los
investigadores se enfocaron en estudiar un modelo de anemia, el ratdn Steel-Dickie o
SI/si® gue se caracteriza por una anemia congénita, el sistema hematopoyético en
estos ratones es incapaz de proveer la produccién de células maduras a largo plazo.
Till y McCulloch hipotetizaron que las CTH de estos ratones presentaban un defecto
intrinseco que alteraba su capacidad de diferenciacién y/o autorrenovacion, sin
embargo, cuando realizaron trasplantes de médula dsea de ratones SI/sI”o SI/sI® en
ratones silvestres a la mutacidn, observaron que la capacidad de formar colonias en
bazo (CFU-S) era similar a la de células hematopoyéticas de ratones normales. Afios
después se descubrid que estos ratones anémicos presentaban una mutacién en el
Factor SCF unido a membrana, que altera la comunicacion de las CTH con el estroma,
causando una pérdida del mantenimiento de la poblacién troncal en estos
organismos. Till y McCulloch habian investigado un proceso bioldgico que involucraba
el microambiente hematopoyético.

Por otro lado, aunque los primeros experimentos de Till y McCulloch (Seita y
Weissman, 2010), representaron trabajos seminales que sentaron las bases y
caracteristicas definitorias de las CTH, el ensayo utilizado para la identificacion de

CTH (el trasplante serial de CFU-S provenientes de bazo) planteaba un problema, y
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era que mientras en animales intactos, la capacidad renovativa de una CTH se
mantenia a lo largo de la vida del animal, las poblaciones trasplantadas por los
autores iban perdiendo su capacidad de autorenovacién conforme eran
trasplantadas serialmente en ratones irradiados. Este hecho planteaba una paradoja
dentro de la teoria de las CTH, el Dr. Ray Schofield hizo esta observacién en 1978
(Purton et al., 2008), y postuld que las CFU-S utilizadas por Till y McCulloch no eran
una verdadera CTH sino una poblacién mas avanzada y comprometida en la jerarquia
hematopoyética, hoy en dia se sabe que el ensayo realizado por Till y McCulloch
permite cuantificar células progenitoras hematopoyéticas multipotentes y no
troncales (Morrison y Scadden 2014).

Por su lado Schofield (1978) propuso que las verdaderas CTH se encontrarian en sitios
especificos de la médula ésea, donde estarian aisladas de sefales inductoras de
proliferacién o diferenciacion, por lo que las CTH no serian células auténomas, como
se creia, sino que su mera existencia dependia de sefiales de su medio ambiente, a
este sitio de residencia, Schofield acufid como nicho de células troncales (Morrison y
Scadden, 2014). Al proponer el concepto de nicho, Schofield definio las
caracteristicas principales de un nicho: sitio anatémico, que permite la permanencia y
el mantenimiento de las células troncales, un espacio limitado que inhibe una alta
proliferacién, maduracion y un conjunto de sefalizaciones que permitirian revertir el
estado troncal en una célula en un punto mds avanzado de la jerarquia
hematopoyética, como un progenitor.

Al establecer Schofield el concepto de nicho, gran parte de la investigacion en la
biologia de la hematopoyesis se dirigi6 a entender como influian los distintos
componentes celulares de la médula dsea en las CTH, sin embargo esta relacidn entre
componentes celulares no pudo ser comprobada experimentalmente hasta el afio
2000, cuando Xie y Spradling estudiando el ovario de la mosca Drosophila
melanogaster, demostraron que unas células denominadas cap tenian una funcion
critica en mantener la autorrenovacion de las células germinales, al despegarse las
troncales de las células cap, éstas comenzaban el proceso de diferenciacion. En este
trabajo seminal Xie y Spradling demostraron las 4 caracteristicas previstas por
Schofield: un sitio anatémico, un espacio donde las células troncales se pueden

mantener y desarrollar, inhibicion de la diferenciaciéon, un espacio limitado que
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impide el sobre crecimiento y un conjunto de condiciones dentro de este espacio que
es capaz de revertir la maduracién celular en células con cierto compromiso
(Papayannopoulou y Scadden, 2008).

Identificar los componentes del nicho hematopoyético ha representado una tarea
dificil de elucidar. Por un lado, el desarrollo de la citometria permitié encontrar y
aislar a las CTH por medio de marcadores de superficie, sin embargo, los paneles que
permitian identificar al inmunofenotipo troncal se componian de numerosos
anticuerpos acoplados a fluorocromos. Al investigar la ubicacién espacial en la
médula désea de estas células por tincion de cortes histologicos, las dificultades
técnicas no solo se reducen a mantener la arquitectura de la médula intacta sino
también los numerosos colores que se requeririan para identificar CTHs en el corte.
(Crane et al., 2017).

En 1975 Brian Lord y colaboradores al investigar la localizacion de las células con
capacidad formadora de colonias, reportaron que estas no presentaban una
distribucién aleatoria en el fémur del ratén sino que se encontraban
preferentemente cercanas al enddsteo y alejadas de la arteriola central, mientras que
otra poblacidn con un mayor compromiso a linaje granulocitico, definidos por los
autores como CFU, (por su capacidad de formar colonias en agar) se encontraban
mas cercanas a la arteriola central. Durante el mismo periodo, Michael Dexter un
colega de Schofield en la Universidad de Manchester buscaba desarrollar técnicas de
cultivo capaces de mantener a las células formadoras de colonias, ya que las técnicas
in vitro en ese entonces solo permitian mantener a estas poblaciones por un maximo
de 2 semanas. Dexter y colaboradores idearon alimentar a las células
hematopoyéticas con una capa adherente de células estromales extraidas de médula
6sea de raton. La capa adherente era capaz de mantener a las células progenitoras
(CP) hasta 3 meses en cultivo, una vez que observaron el efecto de la capa adherente,
hipotetizaron que el efecto se debia a un Estimulo de Actividad de Colonias (CSA), es
decir un factor soluble que podria estar produciendo las células adherentes y
causando el mantenimiento de las células hematopoyéticas. Sin embargo, al tratar
células hematopoyéticas con medio condicionado no observaron el efecto del
mantenimiento. Puede ser que el fendmeno observado por Dexter y colaboradores

se debiera a que los investigadores no estaban tomando en cuenta factores no
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solubles como moléculas de adhesidn (N-Cadherina) y proteinas de membrana
(Notch/Jagged, VL4/VCAM, c-kit/SCF), que posteriormente se encontrd presentan un
papel muy importante en el nicho hematopoyético.

Actualmente se ha descrito que tanto el proceso de mantenimiento como el de
proliferacién y diferenciacion a los distintos compartimentos hematopoyéticos no es
un proceso auténomo de las CTH, sino que depende de distintos componentes
celulares del microambiente hematopoyético, los cuales en la vida adulta se
encuentran en espacios entre el hueso trabecular esponjoso de los huesos largos y
planos. La médula désea en estos sitios se encuentra organizada en 3 zonas: la
endosteal formada por osteocitos formando el hueso y osteoblastos en la superficie
interna del hueso, la vascular conformada por células endoteliales que forman
sinusoides y arteriolas, y la zona del parénquima que esta compuesta de los
componentes hematopoyéticos (Flores-Figueroa, 2016). Actualmente se reconocen 2
nichos hematopoyéticos: el nicho endosteal y el nicho vascular, ambos estan
conformados por distintos componentes celulares y por numerosas moléculas tanto
solubles como de adhesiéon que conforman la arquitectura de la médula 6sea de
manera que no existe un solo nicho hematopoyético, sino que la misma
heterogeneidad de la poblacién troncal /progenitora ocupa estos distintos nichos
especificos para estas distintas subpoblaciones del compartimento primitivo
(Morrison y Scadden, 2014). Sin embargo, durante los ultimos 30 afios se ha
mantenido en debate cual nicho es el mas importante para la poblacién

hematopoyética troncal.

1.1.4.1 Nicho endosteal

El enddsteo fue el primer nicho propuesto y el primer cultivo alimentador que logré
mantener CTH ex vivo (Dexter et al., 1977), idea que se vio influenciada por los
trabajos de Tavassoli y Crosby (1968), quienes trasplantaron osiculas de médula a
sitios extramedulares en ratones y observaron la produccion de células
hematopoyéticas en estos sitios, éste trabajo cementod la idea del enddsteo como el
componente principal del nicho, sin embargo muchas de las suposiciones iniciales

han sido puestas en duda por falta de evidencia experimental.
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Los principales trabajos que apoyan al nicho endosteal han sido los de Brian Lord y
colaboradores (1975), donde se observé la distribucién espacial de células
formadoras de colonia en el enddsteo y se asumid que éste conformaba el nicho
principal o el Unico donde se encontraban localizadas las poblaciones troncales. Por
otro lado, el trabajo de Taichman y colaboradores (1994), donde detectaron que
osteoblastos diferenciados ex-vivo a partir de estroma humano expresaban de
manera constitutiva al factor de crecimiento G-CSF, el cual se habia reportado como
esencial para la proliferacion de células hematopoyéticas primitivas.

Por otro lado, cuando se ha querido observar el papel del osteoblasto in-vivo, el
efecto no ha sido el esperado, como ha sido el caso en ratones mermados de
osteoblastos en médula ésea, que no muestran disminucidon de CTH hasta semanas
después de la deplecién, cuando ya se observa pancitopenia (Crane et al., 2017).
Ademds, el descubrimiento de receptores SLAM (la combinacién CD150+ CD244-
CD48+), que logra detectar a una poblacion CTH quiescente, por el grupo de Sean
Morrison, permitié observar en cortes histoldgicos de médula ésea de ratones, que la
mayoria de las CTH se encuentran alojadas junto a sinusoides y no junto al enddsteo.
Ademads al trasplantar ratones irradiados con CTH, se observa que estas poblaciones
hacen homing en zonas cercanas al enddsteo, sin embargo posteriormente se ha
descrito que la irradiacidn destruye a los sinusoides de la médula dsea, por lo que se
propuso que tras esta disrupcion, el endotelio remanente son las arteriolas que se
encuentran préoximas al enddsteo, por lo que la aparente localizacion peri-endosteal
estaria reflejando la destruccién de un nicho vascular por la irradiaciéon (Morrison y
Scadden).

Hoy en dia (2019), el papel del nicho endosteal sigue en debate. Algunos autores
consideran que el enddsteo alberga un bajo porcentaje de CTH en quiescencia, y que
ciertas moléculas de adhesién como n-cadherinas y uniones Tie2/angiopoyetina
mantienen a poblaciones de CTH ancladas al endésteo y en quiescencia, sin embargo
el trabajo del grupo de Sean Morrison y colaboradores (2007) no logré observar a
moléculas de N-caderina en CTH, otros autores (Stier et al., 2005, Nilsson et al., 2005)
proponen la osteopontina y la concentracién de Calcio como factores clave en el
mantenimiento y la quimiotaxis de esta subpoblacidén a estos espacios. Actualmente

se considera que la contribucién del endésteo al mantenimiento de las CTH es de
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caracter indirecto mdas que directo, aunque ciertos autores siguen manteniendo la

idea de su permanencia en un nicho endosteal (Morrison y Scadden 2014)

1.1.4.2 Nicho vascular

Basados en los reportes de Lord donde se establecié que las células formadoras de
colonias se encontraban mayormente cercanas al enddsteo (Lord et al., 1975) y las
suposiciones de Schofield, que el nicho estaba compuesto mayormente por el
enddsteo (1978), el componente vascular no fue visto como un componente clave del
nicho, fuera de la importancia como comunicador sistémico e irrigador. Sin embargo,
en el raton que cuenta con hematopoyesis extramedular en el bazo, se habia
observado que la ausencia de enddsteo no parecia afectar a las poblaciones
troncales. Sin embargo, fue el trabajo seminal de Morrison y colaboradores (2005), al
identificar al fenotipo de receptores SLAM (CD150+ CD244- CD48+), que cambid el
paradigma, al reportar que el 80% de células troncales hematopoyéticas quiescentes
se encontraban a una distancia de 5 células de una sinusoide, tanto en médula dsea
como en bazo de ratén (Kiel et al., 2005), la localizacion de las CTH era 5 veces mas
probable encontrarse adyacente a un sinusoide. Esta localizacion sugeria que esta
poblacién primitiva pudiera ser mantenida por un nicho perivascular compuesto por
células endoteliales y perivasculares.

La localizacidn cercana a estas sinusoides ademds de sugerir un nicho perivascular,
pudiese estar sugiriendo que estas CTH se encuentran en transicién para entrar a
circulacién (Morrison y Scadden 2014), por lo que ha resultado necesario el
desarrollo de metodologias que permitan seguir la localizacion de las CTH en tiempo
real. Estudios en ratones han demostrado que las células CTH se mantienen en zonas
perivasculares de la médula dsea donde la concentracién de CXCL12 y e-selectina son
altas, permanecen en estos sitios por semanas, dando origen a mdas CTH. (Morrison y
Scadden, 2014).

La descripcion por Morrison de la localizacion de las CTH alrededor de sinusoides,
llevo a la identificacién de las células mesenquimales que se encontraban adyacentes
a las sinusoides. Aunque las células mesenquimales componen una poblacion
heterogénea, se prestd especial atencidon a una célula estromal VCAM-1+, CD44+,

CD31- Leptina+ con alta expresion y secrecion de CXCL12, nombrada Célula Reticular
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Abundante en CXCL12 (CAR). Estas células al ser disminuidas en ratén han mostrado
una afectacion en la proliferacion de progenitores linfoides y CTH (Greenbaum et al.,
2013). Otra poblacion de células mesenquimales que ha resultado tener un papel
importante en la hematopoyesis, son las perivasculares Nestina+, LepR+ (receptor de
leptina), de las que se ha demostrado una alta expresién del factor SCF (Ding et al.,
2012). Un actor inesperado en el nicho perivascular han sido los nervios sindpticos
gue regulan de manera indirecta los niveles de CXCL12 a través de pulsos circadianos
de noradrenalina (Mendez-Ferrer et al., 2008).

El efecto de las células endoteliales también se ha descrito por medio de distintos
ensayos. La delecidon del gen codificante de la citosina gp130 en células endoteliales
llevd a hipercelularidad en la médula ésea y una disminucion en la poblacién de CTH
(Yao et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que la expresion de E-selectina en la
médula ésea es exclusiva de las células endoteliales, (Eugene Butcher, 1991). Por otro
lado, en el estudio realizado por Blutler y colaboradores (2010) se demostré que la
comunicacidon de células endoteliales con LT-CTH a través de ligandos Notch es
esencial para la repoblacion y autorenovacion de esta poblacidn troncal.

Aunque la médula ésea adulta representa el microambiente hematopoyético mejor
descrito, no es el Unico sitio que conforma nichos hematopoyéticos, ya que, durante
el desarrollo embrionario, la hematopoyesis toma lugar en el saco vitelino y
posteriormente en la region AGM (aorta génada-mesonefros), en etapas mads
avanzadas en el higado fetal y postnatalmente en sitios especificos de la médula
Osea. Estas etapas de transicion hematopoyética se dan gracias a la capacidad de
migracion y homing de las CTH, y para ello es critico la presencia de algunas
moléculas como los receptores de Calcio CaR, la quimiocina CXCL12 o su receptor
CXCR4 (Scadden 2006). Esta naturaleza migratoria propia de las CTH ha hecho posible
el desarrollo de técnicas de movilizacién de una fraccién de estas poblaciones a
sangre periférica, al proporcionar la citosina GM-CSF de manera intravenosa a
donadores sanos, se puede inducir la movilizacion de células CD34+ de la médula
Osea a sangre periférica, haciendo posible la introduccién de esta sangre periférica
movilizada a pacientes que requieran un trasplante de médula 6sea. Se ha descrito,

ademas que las células hematopoyéticas con mayor capacidad de generar injerto en
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un trasplante, corresponde a una subpoblacién dentro de las CTH que se encuentra

en estado quiescente del ciclo celular (Brunet de la Grange et al., 2013).

2. 2.CANCER

El cancer se define como un conjunto de neoplasias que se originan en un tejido
especifico, caracterizadas por un aumento en la proliferaciéon celular y una pérdida de
muerte celular programada, confiriéndole a dicha poblacidn en etapas avanzadas la
capacidad de migrar y colonizar otros tejidos del organismo, llevando a la pérdida de

funcidn en distintos érganos y de no ser tratada, a la muerte.
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Figura 1. Diagrama que esquematiza las firmas del Cancer y los blancos terapeuticos que
representan, por Hanahan y Weinberg.

Los distintos modelos neopldsicos comparten caracteristicas fenotipicas que esquematizaron
Douglas Hananhan y Robert Weinberg en su revision seminal: "The Hallmarks of Cancer: The
Next Generation™ (Obtenido de Hanahan y Weinberg, 2011).

La primera concepcidén de las neoplasias como enfermedades complejas se dio a
finales del siglo diecinueve, cuando patdlogos alemanes observaron anormalidades
mitéticas en cortes histoldgicos de distintas malignidades humanas. Posteriormente
el bidlogo Theodor Boveri postulé (1914) una serie de hipdtesis que proponian que
los tumores surgian de anormalidades mitdticas que daban lugar a aneuploidias y que

los tumores se originaban de una sola célula somatica con estas anormalidades,

23



III

hipdtesis que posteriormente fue nombrada “evolucién clonal” y surgieron a partir
de extrapolaciones hechas en el erizo de mar por Boveri (Peter Nowell, 2007).

Ya que las técnicas para la observacion de cromosomas en mamiferos a principios del
siglo XX no eran las adecuadas, Painter reporté en 1921 que las células humanas
contaban con 48 cromosomas, observacién que no fue corregida hasta 30 afios
después. A mediados del siglo XX, la adopcion de la colchicina y soluciones
hipotdénicas permitié mejorar los métodos citogenéticos para la observacién de
cromosomas y permitié que Joe Tijo y Albert Levan determinaran en 1956 el numero
normal de cromosomas en humanos como 46 (Peter Nowell, 2007) y no 48, como
habia sido reportado anteriormente.

En el afo 2000, Douglas Hanahan y Robert Weinberg publicaron una revision titulada
“The Hallmarks of cancer” donde intentaron juntar las distintas caracteristicas y
complejidades que a lo largo de los afios distintos autores habian descrito en
distintos modelos neoplasicos con el fin de romper con el paradigma del cdncer como
una masa de células proliferantes. Hanahan y Weinberg propusieron un modelo de
los tumores como un tejido complejo, compuesto de distintas poblaciones celulares
caracterizadas por la ganancia de 6 capacidades bioldgicas que las células malignas
adquieren y que, en conjunto, les confiere su capacidad tumoral. Los autores
argumentaban que estas disrupciones bioldgicas son compartidas por las distintas
neoplasias y que corresponden a: autosuficiencia en sefiales de crecimiento,
insensibilidad a senales inhibitorias, evasién de apoptosis, potencial replicativo

ilimitado, angiogénesis sostenida y metdstasis (Fig. 1) (Hanahan y Weinberg, 2011).

2.1 El modelo de las Células Troncales Cancerosas

Mientras que finales del siglo XIX y a principios del siglo XX se hipotetizaba la
existencia de las Células Troncales, el patdlogo Jules Conheim, estudiante de Rudolph
Virchow, desarrollaba una idea que tendria gran impacto en el conocimiento del
cancer, tras observar los teratocarcinomas, un tipo de tumor que origina en células
germinales y que se caracteriza por presentar tejido de las 3 capas germinales,
Conheim hipotetizd que los tumores tenian un origen en células troncales
embrionarias remanentes en el cuerpo adulto, y que un desbalance en el tejido que

rodeaba a estas células podia causar un descontrol en la proliferacién y el
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consecuente tumor (Stewart Sell, 2010). La teoria atrajo poca atencidn en su tiempo,
y de igual manera que la teoria de las CTH, esta no pudo ser comprobada hasta
décadas después, cuando los avances en los cultivos celulares permitieron la
investigacion de estas teorias.

En 1967 Leroy Stevens trabajando con ratones en el laboratorio Jackson logré que
desarrollaran teratocarcinomas (Andreas-Holger Maehle, 2011), al trasplantar células
de embriones de ratdn en testiculos de ratones adultos. Stevens concluyé que los
teratomas tenian un origen en una célula totipotencial. Ocho afios después Beatrice
Mintz y colaboradores reportaron la formacion de quimeras al inyectar células de
teratomas en blastocistos de ratones. Contrario a lo esperado, las células malignas
eran capaces de incorporarse al blastocisto y formar tejido diferenciado (Andreas-
Holger Maehle, 2011). Estos trabajos contribuyeron a que mas adelante, el concepto
de célula troncal y célula embrionaria cancerosa se volvieron intercambiables. Barry
Pierce que habia dedicado gran parte de su carrera a estudiar teratocarcinomas, al
observar los resultados de Mintz y Stevens, propuso al cdncer como una enfermedad
inherente al desarrollo ontogénico, el cancer se originaria de manera jerarquica en
células troncales cancerosas, dando origen a células con mayor diferenciaciéon, pero
arrestadas (Mel Greaves 2016). Por ende, un tumor con origen en una célula
primitiva presentard tejido con poca diferenciacion. A partir de este modelo
jerdrquico fue que se ided el tratamiento de los teratomas con dacido retinoico. Con
su modelo Pierce fue el investigador que planted las bases de la teoria de la célula
troncal cancerosa, sin embargo, su generalizacion hacia tumores que no fueran los
teratocarcinomas requirié de mayores estudios.

Con el tiempo la teoria de Pierce se ha querido modelar en las distintas neoplasias.
En el campo de la cancerologia se ha planteado que dentro de tumores sdlidos y
sobre todo en malignidades hematoldgicas, existe una jerarquia celular que le
concede una capacidad de proliferacion, colonizaciéon y migracion distinta a las
poblaciones y por ende a la enfermedad. Las células que sostienen la jerarquia
pueden ser identificadas por antigenos o caracteristicas metabdlicas especificas,
dando la posibilidad de utilizar estos fenotipos como blancos moleculares y
transformarlos en posibles terapias. De manera general estas poblaciones son

[lamadas Células Troncales Cancerosas.
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2.2 La leucemia

La Leucemia ha jugado un papel importante en el entendimiento del cancer y en el
desarrollo de tratamientos. Ademas, su alta incidencia en la poblacién infantil (segun
la OMS en nifios comprende la neoplasia mas comun) le ha conferido un papel con
una gran carga emotiva en nuestra sociedad, que sin duda ha contribuido al impulso
de las investigaciones oncolégicas, la busqueda de mejores tratamientos y a la
fundacion de institutos especializados en el cuidado de pacientes con neoplasias.

La primera descripcion detallada de una leucemia se le atribuye al Dr. Velpeau que en
1827 reportd el caso de un paciente mayor, el sefior Vermis que fue atendido por una
fiebre severa y tratado con un antinflamatorio. El paciente se recuperd y 4 afios
después recayd, presentando 2 tumores en el lado izquierdo del abdomen, muriendo
a los pocos dias. EI Dr. Velpeau al realizar una autopsia, observd un bazo
atipicamente grande y una sangre viscosa y blanquecina, aunque se desconocia la
causa y naturaleza de la enfermedad, se considera el reporte del Dr. Velpeau como la
primera descripcion de los sintomas relacionados con una leucemia (Kim R. Kampen,

2012).

2.2.1 Las neoplasias mieloides

Las neoplasias mieloides son padecimientos hematolégicos clonales que originan en
la médula dsea y que se caracterizan por la sobreproduccién de una o varios de los
linajes mieloides maduros. Dentro de esta agrupacion se encuentra la Leucemia
Mieloide Aguda y Crénica (LMA, LMC), policitemia vera, trombocitopenia y
mielofibrosis (Arber et al., 2016).

2.2.2 La Leucemia Mieloide Cronica

La LMC fue el primer padecimiento oncoldgico en ser ligado a una firma molecular
(Koretzky, 2007), comprende la neoplasia mieloide cuya biologia se ha descrito mds a
profundidad, su diagndstico requiere la deteccién del cromosoma Philadelphia o del

gen fusiéon Ber-Abl.

2.2.2.1 Descubrimiento
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La LMC, descrita por primera vez en 1845 por los médicos patélogos John Hughes
Bennet y Rudolf Virchow, un joven patélogo aleman que seria profesor de Haeckel y
Conheim. De manera independiente, los médicos observaron en 2 pacientes una
hipertrofia de bazo e higado, y la invasion de la sangre por células blancas, lo cual le
daba un color blanquecino, estas observaciones se lograron hacer por autopsias
cuando ambos pacientes sucumbieron al padecimiento. Bennet dedujo de las
observaciones, que su paciente habia padecido de una infeccion que lo habia llevado
a una “supuracién” de la sangre, mientras que Virchow reportd que la gran cantidad
de células blancas en la sangre se debian a un aumento en el crecimiento propio del
cuerpo, el médico aleman nombré al padecimiento Leukamie (del aleman: sangre
blanca) (Hector Mayani, 2016).

La observacion de Tijo y Levan en 1956 del niumero normal de cromosomas en
humanos desaté la busqueda de anormalidades cromosdmicas en distintos
padecimientos. La primera anormalidad cromosdmica en tipificarse fue la del
cromosoma 21 en pacientes con sindrome de Down en 1959 (Mughal et al., 2016).
Por otro lado se buscaron aberraciones en distintas neoplasias, frecuentemente en
leucemias, sin embargo no se encontraron anormalidades consistentes, por lo que en
1960, Bayreuther concluyd que la mayoria de los tumores contaban con un ndmero
normal de cromosomas (Klaus Bayreuther, 1960), el mismo afo Peter Nowell y David
Hungerford reportan haber observado una aberracion cromosdémica en 7 pacientes
con LMC, un cromosoma pequefio que no se observaba en sangre de individuos
sanos, ésta anormalidad fue nombrada cromosoma Philadelphia (Ph), en honor a la
ciudad de EU donde fue descubierto. No obstante, y a pesar del hallazgo, durante la
década de 1960 no se habia identificado otra anormalidad cromosdmica consistente
en ninguna otra neoplasia, por lo que el cromosoma Ph se adjudicaba a un resultado
del tratamiento de radiacién a la que eran sujetos los pacientes, y no como la causa
de la leucemia (Peter Nowell, 2007). Aunque los métodos citogenéticos para la
observacion de cromosomas habian mejorado radicalmente, la identificacién de
cromosomas individuales aun no era posible.

Fueron otros padecimientos de caracter congénito que predisponen a contraer
leucemia como anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia y sindrome de Bloom que

fortalecieron la idea de una aberracion cromosdmica como causal o marcador de

27



leucemias, al observar que linfocitos aislados de pacientes con estos padecimientos
sufrian rompimientos cromosémicos (Peter Nowell, 2007).

La LMC seria la primer neoplasia en ser relacionada directamente con una alteracion
genética; 1973 cuando se habian desarrollado las técnicas de bandeo cromosémico
gue Janet Rowley en Chicago identifico el origen de la aberracion, se trataba de una
translocacidn reciproca a partir del rompimiento de un fragmento del cromosoma 9y
22, dando lugar a un cromosoma 22 anormalmente corto: t(9;22) (q34;q11) (Mughal
et al.,, 2016). El trabajo de Rowley permiti6 que se indagara en la naturaleza
molecular del cromosoma Philadelphia. En 1982 Nora Heisterkamp en Holanda
observé que el gen Abelson homodlogo del virus v-Abelson de leucemia murina, se
encontraba en el cromosoma 9 en humanos, lo cual significd un gran avance ya que
implicaba la importancia de cromosoma Philadelphia en una leucemia, que no se

habia logrado de manera experimental (Mughal et al., 2016).
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Figura 2. Representacion de las variantes de Bcr-Abl. La oncoproteina Bcr-Abl se puede
presentar en tres distintas variantes dependiendo del sitio de rompimiento en el gen
BCR, dando lugar a variantes de Bcr-Abl que se encuentran asociadas a tres tipos
leucémicos distintos. (Tomado de: Advani y Pendergast 2002).

Posteriormente se logrdé identificar que la translocacidn estaba formada por un
fragmento 5’ del gen BCR y 3’ del gen ABL causando su yuxtaposicion y dando lugar al
oncogén de fusién BCR-ABL, cuyo producto es la tirosina cinasa Bcr-Abl p210.
Variantes de Bcr-Abl son observados en otros tipos de leucemia, dependiendo del
sitio de rompimiento del gen BCR, la variante p185 es observado en 30% de casos de
Leucemia Linfoblastica Aguda, y la variante p230 en una fraccidén de pacientes con

Leucemia Neutrofilica Crénica (Chavez-Gonzalez et al., 2013)

2.2.2.2 El cromosoma Philadelphia y sus variantes
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El cromosoma Philadelphia consiste en la yuxtaposiciéon de fragmentos del gen Bcr
del inglés Breakpoint cluster region (regiéon de rompimiento), en la banda ql11 del
cromosoma 22, con el proto-oncogen Abl (homdlogo del gen Abelson de leucemia
murina) en la banda q34 del cromosoma 9, dando lugar al oncogen Bcr-Abl (Advani y
Pendergast, 2002).

El sitio de rompimiento en el gen Bcr se da principalmente en 1 de 3 sitios: el menor
(m), el mayor (M) o el micro (u), que da lugar a 3 variantes del oncogen Bcr-Abl: p185
(m:ela2), p210 (M:b2a2 o b3a2) y p230 (u: el9a2) asociadas a distintos tipos de
leucemia. La forma P185 se observa en 20% de los casos de Leucemia Linfoblastica
Aguda de bajo prondstico con un promedio de 8 meses de remision, p210 con el 90%
de Leucemia Mieloide Crénica y p230 con un subtipo de Leucemia Neutrofilica
Croénica caracterizada por un curso benigno, donde la evolucidn a crisis blastica es
poco comun (Fig. 2) (Advani y Pendergast, 2002). Por otro lado, dentro de la variante
presente en LMC encontramos 2 isoformas producidas por splicing alternativo: b2a2
y b3a2, la ultima codifica un transcrito de mayor tamafio. Algunos datos clinicos
indican que pacientes con el subtipo b3a2 presentan mejor prondstico que el subtipo
b2a2, que se traduce en una fase crdonica de mayor duracidon y una mejor respuesta a
interferén-a, (Fig. 3) (Advani y Pendergast, 2002). Sin embargo, esta diferencia en

prondstico es disputada entre autores.

2.2.2.3 Funcion nativa de los genes ABL y BCR

El gen ABL es el homdélogo humano del oncogén v-abl presente en el virus de
leucemia murina Abelson (A-MulV), y codifina a una tirosina cinasa no receptor de
145 KDa con 2 isoformas producto de splicing alternativo del primer exén (Michael
Deininger et al., 2000).

La proteina presenta tres dominios de homologia SRC (SH1-SH3) cercanos a la zona
amino terminal, mientras que la funcidn tirosina cinasa se encuentra en el dominio

SH1. Los dominios
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Figura 3. Representacion de la estructura de las cinasas SCR, ABL1b y Bcr-Abl1.

Se muestran los distintos dominios que comparten las cinasas SCR y ABL en su forma nativa como
en su forma oncogénica (Bcr-Abl1). Scr y Abl comparten tres dominios principalmente: el dominio
tirosina cinasa, y el dominio homadlogo Sarc 2 (SH2) y el Sarc 3 (SH3). Por splicing alternativo del
primer exon de ABL1 se producen 2 isoformas de Bcr-Abl, la 1a y la 1b. (Tomado de Quintas-
Cardama y Cortes, 2009).

SH2 y SH3 le confieren a la enzima interaccién con otras proteinas, mientras que
cercanos al carboxilo terminal se encuentran motivos de union a actina y DNA.

Las funciones normales de la tirosina ABL son diversas, involucrando control de ciclo
celular y respuesta a estrés genotdxico, asi como comunicacién de la célula con el
entorno a través de integrinas (Deininger et al., 2000).

Mientras que la proteina Bcr al igual que Abl es de expresién ubicua, se le han
descrito varios motivos estructurales. Un dominio serina treonina cinasa, un domino
de listones enrollados (del inglés coiled-coil) en el extremo amino que permite la
dimerizacidn o tetramerizacion de las unidades. De importancia en el centro de la
molécula se encuentra una region tipo del y homdloga a plecsitrina que estimula el
intercambio de guanidina trifosfato (GTP) a difosfato (GDP) en factores de
intercambio de guanidina Rho, que podrian activar a factores de transcripcion como

NF-«B (Deininger et al., 2000).

2.2.2.4 La oncoproteina Bcr-Abl

La oncoproteina Bcr-Abl es el producto de la unién de dos genes donde el sitio de
rompimiento del gen BCR se encuentra entre el intrén 13 y 14 mientras que el sitio

de rompimiento del gen ABL se da en una region de 140 kb alrededor del exén 1by 2.
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Figura 4. Representacion de mecanismos de seializacion activados constitutivamente
por BCR-ABL. Se muestran algunos de los mecanismos moleculares activados en LMC. El
dominio de listones enrollados (coiled-coil domain) de BCR, facilitan la dimerizacién de la
oncoproteina en citoplasma y su activacion constitutiva, facilitando la interaccidon con
proteinas adaptadoras como GRB2, CRKL, CBL, estas a su vez, conducen a la activacion de
numerosas vias que dan lugar a un aumento en la sobrevivencia, inhibicion de la
apoptosis, adhesidn alterada al estroma y migracion (obtenido de Mughal et al., 2016)

La proteina nativa ABL consiste en una tirosina cinasa capaz de translocarse entre
ndcleo y citoplasma, sin embargo, al presentarse como Bcr-Abl, pierde esta
capacidad, lo cual se ha adjudicado principalmente a la pérdida de un fragmento en
el extremo amino terminal en Abl (Michael Deininger et al.,, 2000). La habilidad
oncogénica de Bcr-Abl requiere de la desregulacién de la actividad tirosina cinasa de
abl, que conlleva al reclutamiento y fosforilacién de moléculas adaptadoras, asi como

la activacion de eventos de sefializacidn rio abajo (Advani y Pendergast, 2002)
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2.2.2.5 Transactivacion de Bcr-Abl
La activacion constitutiva de esta oncoproteina trae consigo la activacién rio abajo de

una serie de cascadas de sefalizacion entre las que destacan: PI3K/AKT/mTOR,
RAS/RAF/MEK/ERK, y JAK/STAT (Holyoake y Helgason, 2015), en conjunto, la
desregulacién de estas vias causan en la célula Ph+: evasion de la apoptosis, aumento
en la proliferacion celular (aun en ausencia de la estimulacién con citocinas),
inhibicién de la adhesién al estroma medular, produccién de anormalidades en el
citoesqueleto y falta de respuesta a inhibidores hematopoyéticos (Advani vy

Pendergast, 2002).

2.2.2.6 Evolucion de la Leucemia Mieloide Cronica

La edad promedio a la que se presenta la LMC oscila entre los 60-65 afios en paises
desarrollados, mientras que en paises de Africa y América Latina se presenta
alrededor de 15 afios antes (Chereda y Melo, 2015). Aunque no se ha establecido una
causa a la enfermedad, se ha observado un factor de riesgo a desarrollar LMC en
poblaciones expuestas a altas dosis de radiacién ionizante, como ha sido el caso en
poblaciones expuestas a ataques bélicos (Hiroshima, Japén, 1945) o desastres
nucleares (Chernobyl, Bielorusia, 1986), para el resto de la poblacién representa una
enfermedad rara, teniendo una incidencia mundial de 2 casos por cada 100,000
habitantes, siendo los hombres mas propensos a desarrollar la enfermedad con un
indice de 1:3 a 1:5 (Chereda y Melo, 2015). No obstante, y a pesar de tratarse de una
enfermedad de baja incidencia, la LMC representa un elegante modelo bioldgico que
ha permitido elucidar conocimiento tanto en el campo de la hematologia como en el
cancer.

La evolucién clinica de la LMC se ha identificado que es de naturaleza trifasica y que
de no ser tratada tiene una duracidon promedio de 5 afios. La primera etapa es la Fase
cronica (FC) donde se diagnostica a la mayoria de los pacientes. Los sintomas
principales de esta etapa son esplenomegalia, fatiga, anorexia y un aumento de
granulocitos maduros circulantes, en médula dsea y en bazo (neutréfilos vy
granulocitos) aunque una fraccién de los pacientes son asintomaticos. De no ser

tratados en esta primera fase, los pacientes progresan a una fase acelerada (FA)
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transitoria, donde se comienzan a detectar blastos en sangre periférica y que
progresa

durante 3-18 meses a una fase aguda, llamada crisis blastica (CB), que asemeja a una
Leucemia Mieloide Aguda. Los criterios para el diagndstico de FA o CB de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios clinicos para el diagndstico de Fase Acelerada y Crisis Blastica segiin la OMS.

Se enlistan los criterios considerados para la estratificacion de pacientes con LMC que progresan
de Fase Crdnica a Fase Acelerada y Crisis Blastica. (Obtenido de Tesis de Doctorado de Peixun Zhou,
2011).

Fase Acelerada LMC (se diagnostica en la presencia de uno o mas sintomas)
10-19% de blastos en células mononucleares de sangre periférica o médula ésea.
Basofilos en sangre periférica superan el 20%

Trombocitopenia (100 x1079/L) no relacionada a terapia

Esplenomegalia

Evolucidn clonal evidenciada por citogénetica.

Crisis Blastica de LMC (se diagnostica en la presencia de uno o mas sintomas)
Mas del 20% de blastos en mononucleares de sangre periférica o médula ésea.
Proliferacion blastica extramedular

Clusters de blastos en biopsia de medula ésea.

Durante la progresion a CB de LMC, la mayoria de los pacientes adquieren
anormalidades citogenéticas, mientras que la transformacién a CB puede dividirse en
dos tipos dependiendo de las caracteristicas de los blastos. El 30% de estos casos
corresponde a una CB linfoide y el restante 70% da lugar a una CB mieloide. Esta fase
es invariablemente fatal siendo la media de sobrevida de 4 a 5 meses, sin embargo, la
fraccién de pacientes que desarrollan una crisis blastica linfoide responden de
manera transitoria (9-12 meses) a un régimen terapéutico de Leucemia Linfoide

(Advaniy Pendergast, 2002).

2.2.2.6 Las CTL de LMC

Fueron Bonnet y Dick (1997) lo primeros en proporcionar evidencia de la existencia
de Células Troncales Leucémicas (CTL), ya que describieron una poblacién con

inmunofenotipo CD34+CD38-linaje- proveniente de pacientes con LMA capaz de
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iniciar una Leucemia Mieloide Aguda en ratones inmunodeficientes. Ellos postularon

que esta poblacion maligna se originaba de una poblacion primitiva normal debido a

las militudes que presentaba en inmunofenotipo, si estableciendo un modelo

jeradrquico en esta leucemia mieloide.

Tabla 2. Criterios de respuesta a tratamiento.
Se enlistan los criterios clinicos utilizados para estratificar el nivel de respuesta a tratamientos en
pacientes con LMC. (Obtenido de Tesis de Doctorado de Peixun Zhou, 2011).

Respuesta a tratamiento

Criterios

Respuesta hematoldgica completa

(RHC)

Normalizacién completa de cuentas en sangre
periférica:

Cuenta leucocitaria: <10 x 10° células /L

Cuenta plaquetaria: < 450 x 10° células/ L

Ausencia de células inmaduras en SP

Ausencia de sintomas incluyendo esplenomegalia

Respuesta Hematoldgica Parcial (RHP)

Los mismos criterios que RHC excepto:

Persistencia de células inmaduras en SP, o
Cuenta plaquetaria al <50% que el numero
detectado al diagndstico, pero >450 x10° células/L, o
Esplenomegalia persistente, pero a un 50% del

observado al diagndstico.

Respuesta Citogenética Completa

(RCgC)

No hay células Ph+ detectables en médula ésea

Respuesta Citogenética Parcial (RCgP)

1-34% de células Ph+ detectables en médula dsea

Respuesta Citogenética Mayor | <35% de células Ph+ detectables en médula dsea
(RCgM)

Respuesta Citogenética Menor | 35-90% de células Ph+ detectables en médula dsea
(RCgm)

Respuesta Molecular Completa (CMR)

Transcritos de Bcr-Abl indetectables por g-PCR, o

una reduccion de >4.5 log comparado al diagndstico.

Respuesta Molecular Mayor (RMM)

Una reduccion de >3 log del transcrito de Bcr-Abl, o

<0.1% de transcrito de Bcr-Abl por g-PCR.
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La naturaleza multilinaje de la LMC sugiere que esta neoplasia tiene un origen en una
poblacion primitiva, denominada Célula Troncal Leucémica (CTL), que coexiste en
médula 6sea con la hematopoyesis residual normal, misma que en las fases activas
de la enfermedad es enmascarada por la alta proliferacién leucémica (Coulombel et
al., 1983). Se estipula que la poblacién de CTL reside en conjunto con la poblacién
troncal hematopoyética del paciente, teoria que lograron demostrar Holyoake vy
colaboradores (1999). Por otro lado, se ha demostrado que transcritos de Bcr-Abl se
encuentran presentes en células hematopoyéticas de hasta 10% de la poblacion
normal (Ismail et al., 2014), ésta inesperada prevalencia podria indicar que el
cromosoma Philadelphia tiende a ocurrir en el sistema hematopoyético, donde su
ocurrencia en una célula troncal hematopoyética podria desencadenar los primeros
pasos de una patologia leucémica (Bose et al., 1998).

De manera similar a como sucede en la hematopoyesis normal, se ha demostrado
que la poblacién de CTL en LMC es capaz de autorrenovarse, de diferenciarse a los
distintos linajes hematopoyéticos (durante la fase crénica), de permanecer en estado
de quiescencia y de presentar el inmunofenotipo CD34+ CD38-.

Aunado a lo anterior y a diferencia de lo que sucede en LMA donde se han descrito
una serie de marcadores de superficie especificos asociados con la poblacién troncal
leucémica (CD25, CD32, CD44, CD47, CD90, CD117, Tim-3, CLL1, entre otros), en la
LMC dnicamente se han descrito a las moléculas CD26 e IL-RAP como marcadores
asociados a dichas poblaciones (Chavez-Gonzalez et al., 2016).

Otra caracteristica importante en las CTL de LMC, es que tienen una elevada
capacidad de eliminar agentes quimioterapéuticos. Este comportamiento lo logran a
través de transportadores de membrana como los transportadores dependientes de
ATP de la familia ABC (del inglés ATP-binding cassette transporter), los cuales se han
reportado sobre-expresados en CTL de LMC, por lo que su presencia se ha implicado
en la permanencia de dicha poblacién en pacientes. Aunado a este punto también se
ha descrito que proteinas de membrana que modulan el transporte de moléculas al
interior de la célula como el transportador de cationes organicos 1 (OCT1, del inglés

organic cationic transporter-1) se encuentran sub-expresadas en CTL de LMC y esta
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reduccion se ha asociado con el ingreso de diferentes farmacos al interior celular
(Chavez-Gonzalez et al., 2016).

Un aspecto de gran relevancia en la poblaciéon troncal de LMC es su capacidad para
mantenerse en estado de quiescencia del ciclo celular, estado del cual pueden
escapar para reentrar al ciclo celular en respuesta a un estimulo fisioldgico (Chen et
al., 2016). Dentro de la LMC se ha descrito una poblacién con el inmunofenotipo
troncal CD34+ CD38- lin- que presenta el cromosoma Philadelphia y que es capaz de
mantenerse en quiescencia. Dicha poblacidon es capaz de reconstituir una leucemia
cuando es transplantada en ratones inmunodeficientes y en consecuencia mantiene a
la poblacién insensible a diversos tratamientos, ya que estos ultimos son dirigidos a

células metabdlicamente activas (Tessa Holyoake, 1999).

2.2.2.6 Algunos tratamientos en leucemia

Primeros tratamientos

La necesidad de mejorar los tratamientos existentes para LMC comenzd poco
después de su descubrimiento y el primer agente en utilizarse fue arsénico,
empleado por el Dr. Thomas Fowler, quien en 1865 desarrollé un tratamiento que
consistia en una solucién al 1% de triéxido de arsénico y cuyo uso continud hasta la
primera mitad del siglo XX (Mughal et al., 2016). Dicha solucién, lograba controlar la
fiebre, reducir las cuentas leucocitarias, y en cierto grado la anemia, sin embargo, no
detenia la progresion de la enfermedad (Aviles-Vazquez, 2013). La solucién de
Fowler se usé de manera complementaria con rayos X (descubiertos por Willhem
Roentgen en 1895), y ambos agentes reducian también los sintomas relacionados a la

esplenomegalia.

Quimioterapias

Tras la segunda guerra mundial, y gracias al rapido desarrollo de los agentes
citotoxicos, el uso de la radiacién como tratamiento fue remplazado y en 1953 David
Galton realizé las primeras pruebas en humanos utilizando Busulfan como agente
guimioterapéutico. Galton realizé en Londres, el primer ensayo aleatorizado en LMC
comparando la administracién de Busulfan con radiacion a bazo y encontré mejorias

en la sobreviviencia, a la vez que describid la efectividad del agente para revertir la
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esplenomegalia y disminuir las cuentas leucocitarias (Mughal et al., 2016). Sin
embargo, su efectividad se encontraba relacionada a la sospecha de sus
caracteristicas mutagénicas y se creia que podria generar otras neoplasias, por lo
gue, a mediados de la década de los sesentas, el Busulfan se reemplazé con la
hidroxicarbamida (hidroxiurea), ya que su actividad antineoplasica se basaba en la
inhibicidn de la ribonucleotido reductasa. Sin embargo, ninguno de los tratamientos
lograba reducir la proporcién de las células Philadelphia positivas (Mughal et al.,

2016)

Trasplante

El desarrollo de la tecnologia de trasplante permitid su uso y aplicacién en LMC, en
Francia en 1975 se reporta el primer trasplante alogénico realizado posterior a todas
las pruebas relacionadas con el acondicionamiento, las cuales fueron
mayoritariamente desarrolladas en Seatle, USA y que consistian en un
pretratamiento con ciclofosfamida, seguido por irradiacion de cuerpo completo y
transfusion de médula dsea de hermanos con HLA compatible. Aunque los primeros
trasplantes fueron fallidos, en 1979 se reportd la ausencia del cromosoma Ph tras 31
meses de la intervencidn en 4 pacientes que recibieron el trasplante de gemelos

idénticos (Goldman, 2010).

Interferon alfa

A principios de la década de los ochentas, con el desarrollo de la tecnologia
recombinante y el descubrimiento de los interferones, el Dr. Moshe Talpaz introdujo
el uso del Interferdn-alfa al tratamiento de pacientes con LMC. Este agente lograba
prolongar la duracién de la fase crénica con 2 a 3 afios y aunque se desconoce con
exactitud el mecanismo de accién del Interferédn en pacientes, su efecto se cree que
es de caracter inmuno-modulatorio (Mughal et al., 2016). Desafortunadamente los
fuertes efectos secundarios, causaban en los pacientes una pobre adherencia al
tratamiento, ya que se debian administrar dosis diarias por tiempo indefinido.
Posteriormente, un estudio en 1997 confirmdé que la combinacién de Interferén con
Citarabina aumentaba la fraccién de pacientes que lograban una respuesta

citogenética comparado con el tratamiento de Interferdn solo (Mughal et al., 2016).
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Inhibidores de tirosinas cinasas (ITC)

El conocimiento del origen molecular de la LMC permitié el disefio de moléculas
denominadas Inhibidores de tirosinas cinasas (ITC), las cuales que se unen
preferencialmente al sitio de unién ATP de la oncoproteina Bcr-Abl, y son capaces de
abrogar las vias que se encuentran activadas en las células Ph+. El primero de estos
ITC en ser desarrollado y aprobado por la FDA (del inglés: Administracion Federal de
Medicamentos), fue Mesilato de Imatinib (IMT) (STI571, IMT; Glivec® o Gleevec®,
Novartis, Basel, Suiza) una molécula capaz de inhibir la actividad cinasa de Abl, c-kit, y
el receptor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R). La actividad de IMT
consiste en competir con adenosina trifosfato en la unidn del sitio alostérico en abl,

blogueando en consecuencia su actividad tirosina cinasa.

Primera generacion

En 1998 se introdujo IMT en un estudio de fase clinica I, con pacientes de LMC en
fase crénica refractarios para tratamiento con IFN-a; 98% de estos pacientes
alcanzaron respuesta hematoldgica completa a las 4 semanas con el uso de 300 mg
diarios, esta respuesta contaba con pocos precedentes en el campo de la oncologia.
Posteriormente se recomendé una dosis de 400 mg de IMT diarios, obteniéndose una
concentracion constante en plasma de 4.6 um (Peixun Zhou, 2011). En junio del afio
2000 se inicid el estudio de fase 3 aleatorio de Interferon y STI571 (IRIS del inglés:
International Randomized Study of Interferon and STI571), el cual involucré por
primera vez pacientes de recién diagndstico con LMC y compard tratamiento con IMT
con Interferén-a y citarabina. A los 18 meses de comenzar el ensayo clinico, el 75% de
los pacientes con IMT lograban una Respuesta Citogenética Completa (CCyR) cuando
eran tratados con IMT, mientras que sélo el 15% lograba esta respuesta posterior al
uso con Interferén-a vy citarabina (Hughes et al., 2010).

Actualmente (2018) el IMT es el tratamiento de primera linea en LMC en fase crénica,
sin embargo, una fraccién de los pacientes desarrolla resistencia a este fdrmaco y se
ha reportado que a los 60 meses posteriores al tratamiento el 17 % de los pacientes
recaen en la enfermedad. Una fraccion de los pacientes que desarrollan resistencia

muestran una expansion de clonas Bcr-Abl positiva resistentes a IMT debido a
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mutaciones puntuales en el dominio cinasa de la oncoproteina. A la fecha se han
descrito alrededor de 100 mutaciones puntuales en Bcr-Abl que confieren distintos
grados de resistencia a los ITC, de las cuales la mutacion T315I resulta ser la que
confiere mayor resistencia, razén por la cual se ha nombrado mutaciéon Guardian (del
inglés Gatekeeper) (Mughal et al., 2016). Por otro lado, se ha descrito que el 60% de
los pacientes en tratamiento con IMT mantiene las dosificaciones originales después
de 6 afios, sugiriendo que el 40% de los pacientes restantes requieren tratamientos

alternativos o incremento en la dosis (Mughal et al., 2016).

Segunda generacion

En conjunto, el éxito inicial de IMT y los mecanismos de resistencia emergentes en
pacientes impulsaron el desarrollo de la segunda generacion de ITC, impulsos que
dieron origen a dos farmacos: Nilotinib y Dasatinib (Mughal et al., 2016).

Nilotinib (AMN2107, Tasigna; Novartis, Basel, Switzerland) se desarroll6 como una
modificacion de IMT que presentara mayor selectividad. Se calcula que la potencia de
Nilotinib es de 30 a 50 veces mayor a IMT sin embargo no es capaz de inhibir a Bcr-
Abl cuando cuenta con la mutacién T315I, mientras que presenta menor actividad a
otras cinasas como c-Kit y PDGFR (Mughal et al., 2016).

Al contrario de Nilotinib, la concepcién de Dasatinib (BMS-354825; Sprycel, Bristol-
Myers Squibb) fue estructuralmente independiente de IMT, ya que se trata de una
Carboxiamida de Tiazol, que se une al dominio Abl, tanto en su conformacion abierta
como cerrada, lo que provoca inhibicion de algunas de las cinasas de la familia Src.
Diversos estudios han mostrado que la actividad de Dasatinib, es unas 300 veces
mayor a la de IMT, sin embargo, esta molécula al igual que Nilotinib, no es capaz de
inhibir a Bcr-Abl con la mutacion T3151 (Mughal et al., 2016).

El ultimo de los ITC en ser desarrollado fue Bosutinib (SKI-606, Wyeth), un inhibidor
dual de las cinasas Src y Abl, que logra superar el mayor nimero de resistencia
asociada a mutaciones y aunque genera una serie de efectos secundarios (como
diarrea y efectos en el higado) que son manejables con reajustes de dosis y
medicamentos concomitantes, en 2012 fue aprobada como tratamiento de primera

linea en pacientes con LMC resistentes a IMT. Esta molécula al igual que los otros

39



ITC, tampoco es capaz de inhibir a Bcr-Abl con la mutacién T3151 (Mughal et al.,

2016).

Tercera generacion

El agente de mas reciente desarrollo, Ponatinib (Ariad Pharmaceuticals, Cambridge,
MA), presenta una estructura similar a IMT con una modificacién de una purina y un
enlace triple carbon-carbon, e inhibe una serie de cinasas como ABL, SRC y con
menor afinidad a KIT, PDFGR, FGFR y FLT3. Es interesante notar que los resultados
iniciales lo mostraban como el Unico ITC capaz de inhibir a Bcr-Abl con la mutacion
T315I. En diciembre del afio 2012 fue aprobada para pacientes con LMC en fase
crénica o fases avanzadas resistentes o intolerantes a otros ITC. Sin embargo, el
farmaco fue retirado del mercado debido a una creciente preocupacion debido al alto
indice de efectos secundarios relacionados con alteraciones cardio vasculares
(Mughal et al., 2016).

Entre las diversas estrategias que se han utilizado para el tratamiento de la LMC, cabe
mencionar que ninguna es capaz de eliminar a la subpoblacidn troncal leucémica que
cuenta con la translocacién Bcr-Abl y se encuentran quiescente en el ciclo celular. El
unico tratamiento que ha presentado capacidad curativa ha sido el trasplante
alogénico, sin embargo, la baja supervivencia al tratamiento y poca disponibilidad de
donadores histocompatibles vuelve a esta opcién poco viable, y solo se considera

como opcidn en pacientes jovenes.

2.2.2.7 Otros blancos terapéuticos en CT de LMC

El Factor de transcripcion NF-kB

Desde el descubrimiento por David Baltimore y Ranjan Sen en 1986, del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de células B activadas: NF-kB (del
inglés Nuclear Factor kappa light chain enhancer of activated B cells), se tuvieron
indicios de su implicacién en malignidades, ya que su presencia se encontro
principalmente en lineas celulares provenientes de linfomas. Sin embargo, el primer
indicio definitivo de la liga entre NF-kB y las neoplasias se dio cuando se clond el
componente de la via, p65 y se encontrd extensiva homologia con el oncogén v-rel,

del virus de reticuloendoteliosis aviar T. Este virus es responsable de inducir tumores
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linfoides en aves y el oncogén v-rel por si solo es capaz de transformar linfocitos
(Walker et al., 1992).

La via NF-kB comprende un sistema de sefializacion que es activado por distintas vias,
sin embargo la via candnica es la mas descrita y asociada a cancer, donde en
condiciones normales, la célula presenta al heterodimero (la subunidad p50 asociada
a la subunidad p65), de manera inactiva en el citoplasma, ambas subunidades unidas
a su inhibidor IkB (inhibidor de kappa B, del inglés: Inhibitor of Kappa B), que bloquea
directamente la secuencia de localizacion nuclear en p65, inhibiendo de esta manera
su traslocacion (Bradford y Baldwin, 2014). Cuando la célula recibe un estimulo
proinflamatorio a través de un receptor de membrana, dicha sefial activa al complejo
IKK (cinasa IkB del inglés IkB Kinase) por fosforilacion que lleva a la fosforilacion del
inhibidor IkB unido al heterodimero, dando pie a su ubiquitnizacion y degradacion
por el proteosoma, liberando al dimero, lo cual activa su translocacion al nucleo
donde se une a promotores de cientos de genes, activando la transcripcion de
componentes que controlan la inhibicion de apoptosis, estimulan proliferacion
celular, regulan diferenciacién y promueven un fenotipo asociado con progresion
tumoral (Grivennikov y Karin, 2010).

Es debido a los componentes de proliferacidn, sobrevivencia y metdstasis que media
la via NF-kB, que representa un papel tan importante en la patogénesis del cancer.
Aunque mutaciones en los componentes del sistema NF-kB son poco comunes y éstas
se limitan a linfomas como linfoma de células difusas B y linfoma de Hodgkin, la
activacioén constitutiva de NF-kB se ha reportado en la mayoria de los tumores. Esto
debido muy probablemente a estimulos proinflamatorios en el microambiente
tumoral o a la activacion por mutaciones en componentes rio arriba del factor de
transcripcién (Karin, 2009).

En el caso especifico de LMC, se ha descrito en numerosos modelos que Bcr-Abl es
capaz de inducir la transcripcidon de p65, y a su vez inducir su activacion. En lineas
celulares se ha observado que la expresion de Bcr-Abl lleva a una independencia de
IL-3 como factor de crecimiento, en estas mismas células, la inhibicion de NF-kB lleva
a la reversion de este efecto. Las vias por las que Bcr-Abl activa de manera
constitutiva la via NF-kB son numerosas, siendo las principales PKD2, PI3K, JNK y

MEKK1, los tres uUltimos por mecanismos dependientes de Ras. Por otro lado, se ha

41



reportado en muestras primarias que la activacién de la via va en incremento en
concordancia con la progresion de la enfermedad, siendo su actividad mas alta en
células Ph+ de crisis blastica, comparado con células Ph+ de fase crénica, sin
embargo, independientemente de la fase de la enfermedad, las células de LMC
presentan una mayor activacién de NF-kB que su contraparte normal (Carra et al.,
2016).

De manera interesante Van Etten y colaboradores (2014) han descrito en modelos
murinos, que al abrogar el mecanismo de NF-kB en CTL, estas pierden viabilidad,
resaltando la contribucién a la leucemogénesis en LMC. Por otro lado, se ha
reportado que las células primitivas de LMC secretan TNF-a y logran estimular la
activacidon de NF-kB tanto de manera autdcrina como exdcrina a células leucémicas
adyacentes (Carra et al., 2016). A su vez, también se ha descrito la capacidad de
células del estroma de secretar TNF-a, lo cual describiria una contribucién del
microambiente al progreso de la leucemia (Carra et al., 2016).

La participacion de NF-kB en células de LMC se ha descrito en multiples aspectos, y su
papel en procesos de la leucemogénesis tanto dependiente de Bcr-Abl como
independiente de su actividad, vuelve a esta via un buen candidato como blanco
terapéutico.

Uno de los agentes inhibidores de la via NF-kB que ha sido propuesto como terapia es
Bortezomib, un inhibidor del proteosoma, el farmaco inhibe NF-kB al abrogar la
degradacion de IkB. Aunque su mecanismo de inhibicidn implica poca especificidad
hacia la via NF-kB, su aplicacién podria ser prometedora, ya que el farmaco se
encuentra aprobado para su uso en mieloma multiple y en linfoma de célula de
manto. el caso especifico de LMC, se ha propuesto el uso de Bortezomib en
combinacion con IMT, ya que se ha observado sinergismo en lineas celulares de LMC
expuestas a ambos compuestos, la disminucién en viabilidad se ve acompafiada de

una inhibicién de NF-kB (Gatto et al., 2003).

Especies Reactivas de Oxigeno
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Las especies reactivas de oxigeno: ROS (del inglés Reactive Oxygen Species)
comprenden un grupo de moléculas altamente reactivas debido al oxigeno con una
capa de electrones de valencia no apareada. Dentro de esta agrupacion de
moléculas, se encuentra: perdxido de hidrégeno, anién superéxido y el radical

hidroxilo.
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Figura 5. Esquema representativo de blancos terapéuticos en CTL.

Diversas investigaciones en la biologia de las CTL han develado numerosas vias que estan siendo
investigadas como posibles blancos terapéuticos para su eliminacién. (Tomado de Chavez-Gonzalez
et al., 2016 en: Células Troncales: Biologia y Aplicaciones En Biomedicina).

Las Especies Reactivas de Oxigeno son productos naturales de un metabolismo
aerdbico, siendo la mitocondria el organelo contribuyente principal, otras fuentes de
ROS pueden ser estrés ambiental y radiacion UV. Mientras que las Especies Reactivas
de Oxigeno juegan papeles importantes en la sefializacion celular y el mantenimiento
de la homeostasis, niveles altos de estas moléculas pueden llevar a un fendmeno
denominado estrés oxidativo. El estrés oxidativo se define como un desequilibrio
entre la produccién o niveles de ROS con la capacidad de un sistema biolégico para
contrarrestar estos niveles, lo que resulta en una acumulacion de radicales libres y en
daio celular, ya que niveles altos de ROS son capaces de reaccionar con proteinas,

lipidos y ADN, causando alteraciones. Por otro lado, la contraparte a niveles altos de
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ROS son un bajo nivel en especies reactivas de oxigeno, que a su vez afecta el balance
redox, inhibiendo mecanismos de sefializacion que inducen proliferacidon celular
(Tothova et al., 2007).

La liga entre estrés oxidativo y cdncer es compleja y multifacética, se ha descrito en la
mayoria de las neoplasias que las células malignas presentan un mayor y persistente
estrés oxidativo, comparado con su contraparte normal, efecto que se ha atribuido
principalmente a una disfuncién mitocondrial (Nieborowska-Skorska et al., 2012). El
factor contribuyente mas importante de este desbalance, al fenotipo maligno es la
inestabilidad gendmica que llevan a mutaciones en el DNA, dando lugar a pasos clave
en la carcinogénesis y progresion tumoral (Bolton-Gillespie, et al., 2012).

En el caso especifico de LMC, se ha reportado que la oncoproteina Bcr-Abl induce
directamente la sobreproduccién de ROS, siendo los niveles de ROS en células Ph+
mas altos que su contraparte normal, este incremento en ROS se observa incluso en
CTL quiescentes, cuando se compara con su contraparte normal (Nieborowska-
Skorska, et al., 2012). Por su parte, las células de LMC van mostrando mayores niveles
de ROS conforme la enfermedad va progresando a fase acelerada y crisis blastica,
contribuyendo este creciente estrés oxidativo a la inestabilidad gendémica y a la
mutagénesis de BCR-ABL, lo que provoca la generacidn de clonas con mayor nimero
de mutaciones que no responden a los tratamientos. La induccion de ROS en células
Ph+ se demostré en células de ratones, en donde ademas el estimulo se pierde, al

exponer las células a IMT (Antoswezka-smith et al., 2017).

2.2.2.8 Partenolida y DMAPT

A partir de los primeros reportes que describian a las células troncales leucémicas,
donde se describia un modelo jerdrquico en el desarrollo de las leucemias mieloides
gue evocaba la hematopoyesis normal, y donde asi mismo se reportaban similitudes
fenotipicas en CTL con su contraparte normal, resultd atractivo hipotetizar
estrategias terapéuticas en distintos modelos malignos, que fueran capaces de
erradicar a estas poblaciones y llevar a terapias curativas.

Sin embargo, el desarrollo de estrategias dirigidas a CTL requeria la identificacion de

blancos especificos a estas poblaciones que las diferenciase de su contraparte
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normal, con el fin de evitar tratamientos que abrogaran a poblaciones troncales
sanas.

El uso de plantas que contienen lactonas sesquiterpénicas ha estado presente en la
medicina tradicional por siglos y a lo largo de multiples culturas. La familia Asteraceae
es particular en la enorme cantidad de compuestos bioactivos con los que cuenta,
entre ellos terpenoides, alcaloides, compuestos fendlicos y poliacetilenos, la vuelven
una familia altamente significante tanto bioquimicamente como en el area de la
farmacologia (Chadwick et al, 2013).

Las lactonas sesquiterpénicas comprenden una subfamilia de terpenoides incoloros,
amargos que tienen su origen como un grupo de metabolitos secundarios con
caracteristicas lipofilicas. Su presencia se limita practicamente a la familia de las
Asteraceae, donde son altamente abundantes, componiendo hasta el 1% del peso
seco de la planta. La actividad bioldgica de las lactonas sesquiterpenicas depende
mayormente de tres propiedades bioquimicas, su reactividad alquilante, sus
propiedades lipofilicas y su geometria molecular (Ghantous et al., 2013). El nivel de
lipoficidad de una molécula le facilita el ingreso a la célula a través de la membrana
celular, incrementando consigo su citotoxicidad, este efecto es observado in-vitro, sin
embargo, al aumentar la eficacia de una molécula in-vitro, a su vez disminuye su
biodisponibilidad. El alto nivel de compuestos bioactivos en esta familia se puede
deber a una serie de factores, uno de los cuales es la amplia distribucién de la familia
Asteraceae en territorios americanos y europeos. Esto ha impuesto una presion
evolutiva en miembros de esta planta para desarrollar evolutivamente multiples
mecanismos en base a fitoquimicos que ayudan a evadir depredadores vy
competidores, volviendo a las Asteraceas plantas con un rico reservorio de
compuestos bioactivos.

En 2001 Monica Guzman y colaboradores reportaron que células troncales
leucémicas (CD34+CD38-lin-) obtenidas de pacientes con LMA presentaban una
activacién constitutiva del complejo NF-kB mientras que células troncales
hematopoyéticas provenientes de corddon umbilical no presentaban activacién de
dicho factor. Esta caracteristica desperté interés en investigar la inhibicion de este
factor como posible blanco terapéutico en el tratamiento y eliminacion de CTL en

LMA, producto de este trabajo fueron investigaciones realizadas con la lactona
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sesquiterpénica Partenolida, proveniente de la planta Tanacetum parthenium que
demostrd efectividad en la induccidn a muerte celular en células troncales de LMA in-
vitro (Guzman et al., 2005), en este trabajo se encontrd que parte de la capacidad de
PTL para inducir muerte dependia de la inducciéon de ROS en esta poblacion, sin
embargo la alta lipoficidad del compuesto limitaba su aplicacién a modelos in vivo o a
una proyeccién terapéutica, por lo que el grupo de Guzmadn desarrollé un andlogo
con biodisponibilidad oral, al afiadir a la molécula un grupo amino, el analogo fue
nombrado Dimetil-amino de Partenolida o DMAPT (Guzman et al., 2007), el cual
mostré al igual que PTL, la capacidad de dirigirse a la poblacién primitiva de LMA. Fue
en base a esta evidencia que se plantearon los objetivos del presente trabajo.

La oncoproteina Bcr-Abl, como ya se ha mencionado anteriormente, es una enzima
de la familia tirosina cinasa no receptor que se encuentra mayormente en
citoplasma, con una tendencia a la dimerizacién, favoreciendo asi su
autofosforilacion de manera constitutiva, esta actividad enzimatica trae consigo la
activacion rio abajo de numerosas vias oncogénicas, de especial atencidn, la via de las
Stat, PI3K-AKT, NF-kB (Karvela et al., 2016), que contribuyen a un fenotipo
oncoldgico, caracterizado por una inhibicién de la apoptosis, un aumento en la
proliferacién, una retroalimentacidon de factores de crecimiento, y una adherencia
alterada al estroma, en conjunto esta serie de caracteristicas dan lugar a un fenotipo
leucémico y son de nuestro interés, ya que vuelven a esta poblacion leucémica

blanco a los efectos de las lactonas sesquiterpénicas.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se sabe que la Leucemia Mieloide Crdénica es una neoplasia
hematoldgica originada en una poblacidn de Células Troncales Leucémicas, poblacion
que no es eliminada con las terapias actuales dirigidas a la inhibicion de la
oncoproteina Bcr-Abl. Esto debido a la capacidad que tiene esta poblacion a
permanecer en quiescencia, la insensibilidad a los tratamientos y la inestabilidad
gendmica que le confiere a esta poblacién la adquisicion de mutaciones puntuales,
llevando al surgimiento de clonas resistentes.

Por otro lado, multiples reportes han registrado una edad de diagndstico en LMC
menor en la poblacion de América Latina. Este padecimiento se presenta a una edad
media de 40 afios comparada con paises desarrollados, donde la edad media de
diagnostico es de 60 afios. Por lo que el tratamiento con ITC se vuelve mas
prolongado en paises en desarrollo, lo cual encarece el gasto gubernamental en
mantener a los pacientes en paises como México, volviendo necesaria la busqueda de
alternativas terapéuticas que sean capaces de eliminar a esta poblacién troncal
originaria de la enfermedad.

La incapacidad de los tratamientos actuales para eliminar a la poblacién troncal
leucémica, responsable de las recaidas en pacientes con LMC, y el fuerte interés en
buscar nuevos blancos terapéuticos en la eliminacién de las poblaciones troncales
malignas nos llevd a investigar el efecto de otras moléculas sobre la biologia de
poblaciones primitivas de LMC, con el fin de aportar conocimiento al desarrollo de
terapias alternativas a este padecimiento.

Guzman y colaboradores han demostrado la activacion basal del factor de
transcripciéon NF-kB en Células Troncales Leucémicas de Leucemia Mieloide Aguda
(Guzman et al.,, 2001), proteina que vuelve a los inhibidores de este factor de
transcripciéon como posibles candidatos de terapias blanco para la eliminacidén de
estas poblaciones leucémicas. Por otro lado, Nieborowska-Skorska y colaboradores
(2012) han descrito que poblaciones primitivas de LMC presentan altos niveles de
Especies Reactivas de Oxigeno debido a la actividad de la GTPasa RAC2, misma
cualidad que es causal de la inestabilidad gendmica en estas poblaciones que dan

lugar al surgimiento de clonas resistentes a las terapias actuales.
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Guzman y colaboradores en afios recientes han descrito (2005), a Partenolida y su
analogo Dimetil amino de Partenolida (DMAPT) como moléculas capaces de abrogar
a la poblacion primitiva leucémica en Leucemia Mieloide Aguda, tanto a nivel in vitro
como en ratones inmunodeficientes tranplantados con LMA proveniente de
pacientes. Por las caracteristicas bioldgicas de la poblacion primitiva en LMC, vuelve a
ambas moléculas candidato como una posible estrategia molecular para la
eliminacidon de la poblacion troncal responsable de las recaidas en pacientes con
LMC.

Por lo expuesto anteriormente, el presente trabajo buscé investigar el efecto de PTL
y DMAPT, asi como su mecanismo de accién en las poblaciones totales y primitiva de
LMC, con la intension de saber si son capaces de reducir la hematopoyesis leucémica

teniendo un efecto minimo en relacion a su contraparte normal.
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES

Determinar la permanencia de la poblacién primitiva leucémica de LMC, proveniente
de pacientes de recién diagndstico en fase crdnica, virgenes de tratamiento, antes y

después del tratamiento con partenolida y DMAPT.

Caracterizar el efecto bioldgico de partenolida y DMAPT en la poblacién primitiva
leucémica (CD34+ lin-) y en blastos de LMC comparado con su contraparte normal

proveniente de médula 6sea de donadores hematoldgicamente sanos.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar el efecto de partenolida y DMAPT en la muerte celular, proliferacion y
estado en el ciclo celular de la poblaciéon primitiva (CD34+lin-) y blastos de LMC,

comparado con su contraparte normal.

Determinar la activacion basal del factor de transcripciéon NF-kB en la poblacion
primitiva y en blastos leucémicos de LMC comparado con su contraparte normal

antes y después del tratamiento con partenolida y DMAPT.
Determinar los niveles de estrés oxidativo en la poblacidn primitiva y blastos de LMC
comparado con su contraparte normal, antes y después del tratamiento con

partenolida y DMAPT.

Estudiar el papel del estrés oxidativo en la citotoxicidad de partenolida y DMAPT en

células leucémicas de LMC.
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VI. HIPOTESIS

Es sabido que la LMC se origina en una poblacién troncal CD34+ CD38- lin- que
contiene la translocacidén Bcr-Abl, y que la prescencia de esta oncoproteina vuelve
insensible a esta poblacién a los tratamientos con ITC. Dando lugar a una poblacién
residual que se mantiene quiescente en los pacientes que logran remisidon con estos
tratamientos. Asi mismo se ha demostrado anteriormente que las poblaciones
leucémicas troncales en LMA son susceptibles a la inhibicion con PTL y DMAPT a
través de la inhibicion de NF-kB y la induccidn de ROS.

En el presente trabajo se espera encontrar que la activacion basal de NF-kB en
poblacién progenitora troncal de LMC y sus niveles basales de ROS hagan a esta
poblacién susceptible a los efectos de PTL y DMAPT, aportando al conocimiento de

un posible blanco terapeutico.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1. PACIENTESY OBTENCION DE MUESTRAS

Las muestras primarias de pacientes y donadores sanos se obtuvieron bajo
consentimiento informado y siguiendo los lineamientos institucionales aprobados por
la comisién de ética del Hospital de Especialidades en el Centro Médico Nacional La
Raza, Centro Médico Nacional Siglo XXI, el Hospital General Regional No. 2, y en
estricto apego a la declaracidn de Helsinki, el codigo de Nuremberg y el reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion.

Las muestras de Médula ésea Normal (MON) (n=17) se obtuvieron de donadores
hematoldgicamente sanos sometidos a cirugia de prdétesis de cadera en el Hospital
General Regional No.2 Villa Coapa del IMSS y a partir de tejido que el cirujano elimina
al realizar el ajuste de protesis a hueso.

Las muestras de pacientes con LMC (n=19) se obtuvieron de aspirados de médula
Osea de sujetos con reciente diagndstico en Fase Cronica, virgenes de tratamientoy 1
muestra de un sujeto en Crisis Blastica, del Servicio de Hematologia del Hospital de
Especialidades, Centro Médico Nacional la Raza. Todas las muestras resultaron

positivas para Bcr-ABL mediante la determinacion por PCR de punto final.

2. SEPARACION Y ENRIQUECIMIENTO DE CELULAS HEMATOPOYETICAS

Para la obtencién de células mononucleares (CMN) a partir de biopsias, las muestras
fueron suspendidas en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) con Suero Fetal
Bovino (SFB) (StemCell Technologies) al 3% en una proporciéon 1:1, las muestras
fueron sometidas a vortex por 30 segundos (seg) y posteriormente pipeteadas por
goteo sobre solucidon Ficoll-Paque (GE Healthcare) en una proporcidon 2:1. Las
muestras fueron centrifugadas a 400 g por 30 minutos (min) sin freno.
Posteriormente se obtuvo la fase blanca del gradiente que corresponde a células
mononucleares de baja densidad y fueron contabilizadas por azul de tripano y tincion
de Turk.

Para la cuantificaciéon de células viables en muestras se utilizd tincion de exclusion

con azul de tripano al 0.4% en PBS. Para la cuantificacion de células mononucleares
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totales en muestras separadas por gradiente de Ficoll-paque (GE Healthcare) se
utilizé tincion de Turk, las células tefiidas fueron contadas con el uso de una camara
Neubauer.

Una vez obtenidas las células mononucleares de pacientes y donadores sanos, 100
millones de estas células fueron incubadas con coctel enriquecedor para células
humanas progenitoras troncales hematopoyéticas (StemCell Techologies) (1:10) por
15 min a temperatura (T) ambiente con resuspension cada 5 min, enseguida se le
agregd suspension de coloide inmunomagnético (StemCell Technologies) (1:16) por
15 min a T ambiente. Una vez completada la incubacion, las células fueron
procesadas en una columna inmunomagnética de seleccién negativa (StemCell
Techologies) la columna ejerce la seleccién al adherir las células con marcadores de
linaje, obteniendo una poblacion enriquecida en células sin marcadores de linaje, que
corresponde a una poblacién troncal progenitora. Las células fueron resuspendidas
en PBS al 3% de SFB, fueron contadas utilizando tincidn con azul de tripano y
cultivadas en las condiciones mencionadas posteriormente.

El coctel para el enriquecimiento en poblacién primitiva (CD34+lin-) se compuso de
anticuerpos contra CD2 (marcador de linfocitos T, células NK), CD3 (marcador de
linfocitos T), CD14 (marcador de monocitos y macréfagos), CD16 (marcador de
células NK, neutréfilos, monocitos y macrdfagos), CD19 (marcador de linfocitos B),
CD56 (marcador de linfocitos T, células NK, células dendriticas y monocitos), CD66b
(marcador de neutrdéfilos) y glicoforina A (marcador de eritrocitos) (StemCell

Technologies, Vancouver, B.C.).

3. COMPUESTOS E INHIBIDORES

La partenolida (PTL) fue donada por el Dr. Cesar Compadre, mientras que la Dimetil
amino Partenolida (DMAPT) fue sintetizada y obsequiada por el Dr. Peter Crooks del
Colegio de Farmacia de la Universidad de Arkansas (University of Arkansas for
Medical Sciences).

Los compuestos concentrados fueron mantenidos en Dimetil Sulféxido a una
concentracion de 40 mM por una duracion no mayor a 6 meses a -20 °C. El dia del

experimento, la alicuota del concentrado se llevd a 1 mM con PBS sin SFB. Las
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concentraciones utilizadas en los distintos experimentos se encontraron en el rango
de 1 uM a 20 uM.

El pretratamiento con N-acetil cisteina (NAC) para la inhibicién de Estrés oxidativo se
realizd a una concentracion de 20 mM, por 1 hora (h) a 37 °C con 5% de CO2. Previo a
la adicién de NAC, el pH de la solucion fue ajustada a 7. Tras la incubacién las células
fueron lavadas 3 veces con PBS previo a la adicidon de PTL o DMAPT.

El tratamiento con el inhibidor de pan-caspasas Z-Vad se realizé a 100 uM por 2 h

previas al tratamiento con PTL o DMAPT.

4. LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO

Los cultivos liquidos fueron mantenidos a una densidad de 300-100 mil células por
mililitro, en una incubadora adaptada para cultivos celulares de mamiferos a 37 °C,
en un ambiente saturado de humedad con 5% de CO..

Como modelo biolégico de crisis blastica, se utilizaron 4 lineas celulares de Leucemia
Mieloide Crénica: K562, Kcl22, Meg-01, y Kasumi-4. Las lineas celulares fueron
cultivadas en medio RPMI 1640 (Biowest), complementado con L-glutamina, SFB al
10% y Penicilina estreptomicina al 1%. La linea celular modelo de Leucemia Mieloide
Aguda HL60, previamente reportada como sensible a partenolida, fue utilizada como
control positivo del tratamiento con las lactonas sesquiterpénicas. La linea celular
HL60 fue cultivada en medio IMDM (Biowest) adicionado con L-glutamina, SFB al 10%
y Penicilina estreptomicina al 1%.

Las células mononucleares y enriquecidas en fenotipo progenitor/troncal fueron
cultivadas en medio especifico para células troncales hematopoyéticas StemSpan
(Stem Cell Technologies) suplementado con 10 ng/mL de: SCF (PeproTech), IL6
(PeproTech), TPO (PeproTech), FIt3-L (PeproTech), IL-3 (PeproTech), G-CSF

(PeproTech) y GM-CSF (PeproTech) y Penicilina Streptomicina al 1% (Biowest).

5. DETERMINACION DE IC50

La concentracion inhibitoria 50 (IC50) se calculdé utilizando los valores de células
viables por tincién con azul de tripano proveniente de las lineas celulares (K562, Meg-

01, Kcl22, HL60) expuestasa 1,25, 7.5, 10 y 20 uM de PTL o DMAPT por 24 0 48 h en
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3 experimentos independientes. Los numeros totales de células viables se
compararon con los valores observados en el grupo control para obtener el
porcentaje de células viables en cada grupo.

A partir de los porcentajes de viabilidad a 24 y 48 h, se graficaron curvas de
sobrevivencia para cada linea celular. Posteriormente cada valor de viabilidad fue
modelado a una curva utilizando la regresidon Probit. Posteriormente, los valores
obtenidos fueron utilizados para calcular la regresion lineal, a partir de la cual se
obtuvo la ecuaciéon de la linea recta:y = mx + b . Y despejando la ecuacién para

cada linea celular, se obtuvo el valor de la CI50, cuando y = 50,x = CI50.

6. CULTIVO DE CELULAS FORMADORAS DE COLONIAS

Para la cuantificaciéon funcional de células progenitoras hematopoyéticas, se
sembraron 5,000 células enriquecidas en fenotipo troncal/progenitor (CD34+ lin-)
viables (por exclusién con azul de tripano) en 1 mililitro de metilcelulosa al 0.9% con
30% de SFB, 1% de albumina, de 1mM de mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina,
50ng/ml de SCF, 10ng/ ml de IL-3, 10 ng/ml de GM-CSF, y 3U/ml de eritropoyetina
(H4434, StemCell Technologies), y se cultivaron a 37 °C con 5% de CO, en un
ambiente saturado de humedad, por 14 dias tras los cuales se realiz6 conteo de

colonias mieloides totales.

7. ENSAYO DE MUERTE CELULAR

La muerte celular fue determinada por tincién con anticuerpo contra Anexina V
conjugada con el fluorocromo Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (BD Biosciences) y
7AAD (BD. Biosciences), o YoPro-1 (Thermofisher) y Yoduro de Propidio (BD
Biosciences).

Al término de los tratamientos con PTL o DMAPT, las células fueron lavadas con
solucion amortiguadora (PBS) adicionada con SFB al 3%. Para la tincion con
anticuerpo contra Anexina V, las células fueron incubadas en la presencia del
amortiguador de Anexina V (51-66121E, BD Biosciences) y posteriormente tefiidas
con 7AAD. Para la tincién con Yo-Prol y Yoduro de Propidio, en ambas tinciones, las

células fueron incubadas por 30 min a T ambiente, lavadas con PBS al 3% de SFB y
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analizadas por citometria de flujo. EIl nimero de eventos para cada analisis fue de
diez mil células por condicién.

Para la deteccion de la activacién de Caspasa-3 posterior al tratamiento con PTL o
DMAPT, las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con para-formaldehido al 4% por
20 min a T ambiente, lavadas con PBS a 2500 rpm por 5 min y enseguida fueron
permeabilizadas y bloqueadas con SFB al 10% y Tween 20 al 0.1% en PBS por 20 min
a T ambiente. Las células fijadas y permeabilizadas fueron tefiidas por 12 h con el
anticuerpo contra caspasa 3 activa (560627, BD Biosciences) a 4 °C en oscuridad,
posteriormente fueron lavadas con PBS al 3% de SFB y se analizaron diez mil eventos

por cada condicién experimental, mediante citometria de flujo multiparametrica.

8. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

Para detectar proliferacion celular, se utilizd la técnica de tincién con Diacetato
Carboxifluoresceina (CFSE). Las células a evaluar fueron previamente incubadas por
30 min con CFSE a 1mM a 37 °C, posteriormente fueron lavadas 3 veces con RPMI al
10% de SFB, e incubadas por 48 0 72 h a 37 °C 5% de CO,, previo a ser sembradas en
medio nuevo, una fraccion de las células tefiidas fue analizada por citometria de flujo,
con el fin de obtener la intensidad media de fluorescencia (IMF) al tiempo cero (TO) y
poder comparar con los distintos tratamientos. El resto de las células fueron
sembradas con o sin PTL o DMAPT. Al término del tratamiento, las células fueron
lavadas con solucion amortiguadora (PBS al 3% de SFB) y tefiidas con Yoduro de
Propidio (1:100) con el fin de excluir a las células muertas durante el analisis

citométrico.

9. DETECCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Con el fin de detectar Especies Reactivas de oxigeno las células previas a ser
expuestas a PTL o DMAPT fueron incubadas con Diacetado de Diclorofluoresceina
DCFDA (Abcam), Cell Rox APC (ThermoFisher) o MitoSox- Deep Red (ThermoFisher),
por 30 min a 37 °C con 5% de CO,. Enseguida las células fueron lavadas 3 veces y
tratadas con o sin PTL o DMAPT por 1, 3 o 6 h. Como control positivo de estrés

oxidativo se utilizd Perdxido de Hidrégeno. Una vez terminado el tratamiento, las
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células fueron lavadas con solucién amortiguadora (PBS al 3% de SFB) y analizadas

por citometria de flujo.

10. DETERMINACION DE ESTADO EN CICLO CELULAR Y REGULADORES DE CICLO

Con el objetivo de evaluar el estadio en las distintas fases del ciclo celular, las células
fueron tratadas por 48 h en presencia o ausencia de PTL o DMAPT, al término del
tratamiento, las células fueron lavadas dos veces con solucién amortiguadora (PBS al
3% de SFB) a 1200 RPM por 5 min y sometidas a separacién de gradiente con Ficoll-
paque (GE healthcare) por 15 min a 1800 rpm sin freno con el fin de obtener las
células viables, posteriormente las células fueron fijadas con Etanol a 4C y
permeabilizadas con Triton X 100 a 0.2% en solucion amortiguadora por 30 mina T
ambiente, enseguida fueron lavadas a 5000 rpm por 5 min y tefiidas con anticuerpo
contra Ki67 acoplado a FITC (BD, Biosciences) y 7AAD en PBS al 10% de SFB por 12 h a
4 °C en oscuridad. Transcurrido ese tiempo las células fueron lavadas con solucién
amortiguadora y leidas por citometria de flujo en adquisicion lenta.

Para la determinacion de los reguladores de ciclo celular y tras el tratamiento con o
sin PTL o DMAPT, las células fueron lavadas con solucion amortiguadora (PBS al 3%
de SFB) y fijadas con para-formaldehido al 4% por 30 min a T. ambiente,
posteriormente fueron permeabilizadas con Triton X 100 a 0.2% en solucién
amortiguadora por 30 min a T ambiente, enseguida fueron lavadas a 5000 rpm por 5
min y teflidas con los anticuerpos primarios anti-p21 (Santa Cruz), anti-CDK2 (78B2,
Cell Signalling Technology), anti-ciclina D1 (92G2, Cell Signaling Thechnology) , anti-
ciclina A2 (BF683, Cell Signaling Technology y 7AAD (BD, Biosciences), en prescencia
de PBS al 10% de Suero Fetal Bovino por 12 h a 4 °C en oscuridad. Posterior a la
incubacidn las células fueron lavadas con solucion amortiguadora (PBS al 3% de SFB)
y tefidas con los anticuerpos secundarios Alexa 488 anti-ratén IgG (4408, Cell
Signaling Technology), y Alexa 647 anti-conejo IgG (4414, Cell Signaling Technology)

para finalmente ser analizadas mediante citometria de flujo.

11. LOCALIZACION INTRACELULAR DE PROTEINAS POR INMUNOFLUORESCENCIA
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Con el objetivo de evaluar la localizacion intracelular de p65 tras el tratamiento con
PTL o DMAPT, las células previamente cultivadas por 6 h en presencia o ausencia de
partenolida o DMAPT, fueron lavadas tres veces con PBS a una velocidad de 1200
rom por 5 min, las células viables se determinaron por tincién con azul de tripano,
posteriormente fueron resuspendidas en PBS para alcanzar una densidad de 100 mil
células por microlitro. Se colocaron 2 uL en un portaobjetos y se esparcieron para
formar un circulo de 1 cm de didmetro. Las células se dejaron secar sobre los
portaobjetos y se colocaron en una caja Coplin con Metanol puro por 10 min a 20 °C.
Las laminillas se dejaron secar y se les dibujé un circulo alrededor de las células con
un plumon hidrofébico. Las laminillas se colocaron en una camara himeda y se
bloquearon y permeabilizaron con PBS al 10% de SFB y 0.1% del detergente Tween 20
(Sigma-Aldrich) por 30 min a T ambiente.

Transcurrido este tiempo, se removié la solucién de bloqueo y se afadid el
anticuerpo primario contra la proteina p65 (Santa Cruz Biothechnology, sc372), a una
concentracion 1:100 en solucion de bloqueo por 2 h a t ambiente. Posterior a la
incubacidn, las laminillas fueron lavadas 3 veces con PBS en una caja coplin por 15
min para enseguida ser incubadas en camara humeda protegida de la luz con
anticuerpo secundario contra 1gG de conejo acoplado al fluorocromo Alexa-488
(Invitrogen, A-11008, Waltham, MA) por 1 h a una concentracion de 1:200 en
solucion de bloqueo. Tras la tincién secundaria se removio el anticuerpo y las
laminillas fueron lavadas 3 veces con PBS en una caja coplin por 15 min, y una vez con
agua bidestilada por 10 min. Las laminillas se montaron utilizando solucién de
montaje Vectashield con DAPI H-1200 (Vector) y los cubreobjetos fueron fijados con
barniz de ufia incoloro.

Las laminillas fueron visualizadas utilizando un microscopio EVOS (Life Technologies)

y analizadas utilizando el software libre Fiji Imagel.

12. INMUNOBLOT

12.1 Lisis celular

Con el fin de evaluar los niveles relativos de fosforilacion de p65, se realizaron

ensayos de electrotransferencia de proteinas. Tras el cultivo por 6 h con o sin PTL o
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DMAPT, las células fueron lavadas con solucion amortiguadora (PBS al 3% de SFB) a 4
°C, a 1200 rpm por 5 min, posteriormente fueron lavadas con PBS a 6000 rpm por 6
min. Se elimind todo el sobrenadante por aspiracion y se le agregd al botén solucién
amortiguadora de lisis, (10 mM Tris, Ph 7.5, 50mM Cloruro de Sodio, 30mM Na4P,05,
50mM Fluoruro de Sodio, 5uM Cloruro de Zinc, 1% Triton X-100) adicionado con
1mM Fluorido de Fenilmetanesulfonil (Sigma-Aldrich), Coctel inhibidor de proteasas
(Merck-Millipore) y 20 uM de ortovanadato de Sodio (Sigma-Aldrich) para obtener
una densidad de 20x10° células por mililitro, enseguida las células se sometieron a
vortex por 3 seg y se incubaron en hielo por 10 min. Enseguida fueron centrifugadas a
13,000 rpm por 30 min a 4 °C. Finalmente, se colecté el sobrenadante y se

mantuvieron las muestras a -80 °C hasta su analisis.

12.2 Electroforesis en gel

Se tomaron 39 upL de lisado de proteina y se le agregd 15 uL de solucion
amortiguadora Laemli (Biorad) y 6 pL de Ditrioetiol (Sigma-Aldrich). Las muestras
fueron incubadas por 5 min a 95 °C con el fin de desnaturalizarlas y enseguida fueron
colocadas en hielo.

Posteriormente 26 pL (volumen correspondiente a un extracto de docientas
cincuenta mil células) de cada muestra fueron cargados en un gel de poliacrilamida al
7.5% con dodecilsulfato sdédico (SDS) (Sigma-Aldrich) sumergido en camara de
electroforesis vertical con solucién amortiguadora de corrimiento suplementada con
antioxidante (NPOO0O5, Invitrogen) y ortovanadato de sodio (Sigma-Aldrich). Las

muestras fueron corridas a 120 V por 1 h con 40 min.

12.3 Transferencia de proteina

Una vez terminada la electroforesis. La transferencia de proteinas se realizé a una
membrana de polifluoruro de vinilideno (ThermoFisher Scientific), (previamente
activada con metanol puro por 30 seg), en humedo en solucion amortiguadora de
transferencia en presencia de ortovanadato de sodio con 20% de metanol. La

transferencia se realizé por 1 ha 90V en cuarto frio.

12.4 Bloqueo y deteccion
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Al término de la transferencia, la membrana fue bloqueada con Albumina de Suero
Bovino al 5% en solucion amortiguadora de Tris con Tween-20 al 0.1% por 1 ha T
ambiente y con agitacion, para posteriormente incubarse toda la noche a 4 °C en
agitacion con anticuerpos primarios contra fosfo-p65 1:1000 (Cell Signaling
Technologies) p65 total 1:1000(c20) y beta —actina 1:2000 como control de carga. Las
membranas fueron posteriormente lavadas 3 veces con TBS durante 15 min en
agitacion.

Como anticuerpos secundarios se utilizaron anticuerpos dirigidos contra
Inmunoglobulina de conejo acoplado a un fluorocromo Alexa 680, y un anticuerpo
dirigido hacia inmunoglobulina de ratén acoplado al fluorocromo Alexa 800 (LiCor,
Biosciences). La incubacidn se realizo por 30 min y posteriormente se lavd 3 veces
con TBS por 10 min en agitacion.

Las membranas fueron reveladas en un sistema LICOR Oddysey (Invitrogen,

Waltham), y las imagenes se analizaron con el software Image Studio Lite™.

13. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (qPCR)

Para la cuantificacién relativa de transcritos, tras 6 h de tratamiento con o sin PTL o
DMAPT, las células de lineas celulares o de muestras primarias enriquecidas en
inmunofenotipo CD34+ linaje negativo, fueron lavadas dos veces con PBS a 1200 rpm
por 5 min. Enseguida, se extrajo RNA de 1 milléon de células utilizando el kit RNeasy
de Qiagen (Qiagen), siguiendo las instrucciones de fabrica. Una vez hecha la
extraccién, las muestras se mantuvieron a -80 °C hasta su posterior uso.

La conversidon a cDNA se realizé utilizando utilizando el ensayo Tagman RNA to CT 1
(Applied Biosystems) y para la cuantificacidn relativa de transcritos se utilizaron las
siguientes sondas Tagman: NFkB1 (Hs00765730_m1, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA), HMOX-1 (Hs01110250_m1, ThermoFisher Scientific), PLAU
(Hs01547054_m1, ThermoFisher Scientific) y GAPDH (Hs02758991_g1, ThermoFisher
Scientific).

La tasa de cambio en expresion génica se calculé como el cambio en la expresion
relativa respecto al grupo sin tratamiento, utilizando el método 2-DeltaDelta CT de

Livak y Schmittgen (2001).
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14. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo se realizé en un FACS VERSE (BD, Biosciences), FACS Canto (BD,
Biosciences), FACS LSR-Il (BD, Biosciences), el analisis de archivos obtenidos se realizé

utilizando el software FlowJo (FlowJo LLC).

15. ANALISIS ESTADISTICO

Para la determinacion de significancia entre los tratamientos se utilizo el software de
estadistica Prism (GraphPad). Los andlisis estadisticos para determinar significancia
variaron segun el disefio experimental. Para la determinacién de significancia entre
control y tratamiento se utilizé la prueba de T de Student pareada o un analisis de
varianza ANOVA. Para la determinacidon de significancia entre muestras primarias
normales y leucémicas, se utilizd la prueba multiple de Tukey, de Dunnett o una T de
Student no pareada. Los grados de significancia se presentan en asteriscos, siendo 1
asterisco cuando el valor de p fue menor a 0.05, dos asteriscos cuando fue menor a
0.01 tres asteriscos cuando fue menor a 0.001 y cuatro asteriscos cuando el valor fue
menor a 0.0001. Los valores con barras de desviacién estandar representan

experimentos realizados por triplicado.

60



VIIl. RESULTADOS

Con el fin de aportar conocimiento sobre el efecto biolégico de partenolida y su
andlogo, Dimetil amino de partenolida (DMAPT), tanto en la poblacion leucémica
primitiva (CD34+lin-), como en blastos de LMC, se investigd el efecto de ambas
moléculas sobre estas poblaciones. Asi mismo se compararon los efectos bioldgicos
sobre la contraparte normal tanto en células mononucleares de donadores
hematoldgicamente sanos como en poblaciones primitivas enriquecidas en fenotipo
primitivo.
16. 1. CITOTOXICIDAD DE PTLY DMAPT

1.1 Efecto sobre la viabilidad en lineas celulares y andlisis probit

Como primer acercamiento, se analizo la viabilidad celular por tincién con azul de
tripano en células expuestas a PTL o DMAPT por 24 y 48 h. Los ensayos se realizaron
en las lineas celulares de LMC: K562, Meg-01 y Kcl22, y la linea celular de LMA: HL60,
la cual fue utilizada como control positivo del efecto de ambas moléculas tal y como
se ha descrito en la literatura (Nakagawa et al., 2005). Como control negativo se
utilizaron células mononucleares provenientes de sujetos sanos, las cuales fueron
sometidas a los mismos tratamientos.

Como lo muestra la figura 6, tanto la PTL como la DMAPT redujeron la viabilidad de
todas las lineas celulares leucémicas de una forma dependiente de la concentracién y
del tiempo de exposicién, mientras que, en el caso de su contraparte normal, dicho
efecto no fue detectado a 24 h y solo se comienza a percibir después de 48 h de

cultivo en presencia de ambos agentes.
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Figura 6. Viabilidad en células expuestas a PTL o DMAPT.

Se determind la viabilidad celular por tincidn con azul de tripano en células de lineas celulares
de leucemias mieloides y células mononucleares de MON expuestas a concentraciones
crecientes de PTL o DMAPT por 24 0 48 h.

Con los valores de viabilidad obtenidos en las lineas celulares y con el objetivo de que
los siguientes experimentos ser realizaran a concentraciones efectivas de PTL y
DMAPT, en las cuales se observara un efecto bioldgico, se procedid a calcular las
concentraciones inhibitorias del 50 (CI50). Para ello, se utilizé el modelo probit, un
modelo estadistico de regresion lineal que nos permitid proyectar los valores CI50 a

24 y 48 h para las distintas lineas celulares (Figura Anexo 1, 2, 3y 4).
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Como se menciond anteriormente, las lineas celulares de leucemias mieloides (K562,
Meg-01, Kcl22 y HL60) mostraron una inhibicion en su viabilidad concentraciéon
dependiente, con una progresiva pérdida de la viabilidad conforme la concentracion
aumentaba, los valores CI50 obtenidos se mantuvieron alrededor de 7 um para las 24

hy 5 um para 48 h (Figuras 7-10 y Tabla 3).

Tabla 3. Valores de CI50.
Los valores de concentracion inhibitoria 50 (CI50) en lineas celulares expuestas a PTL o DMAPT por
24 y 48 h, obtenidos por técnica PROBIT.

Linea K562 Meg-01 Kcl22 HL60
Celular

PTL DMAPT | PTL DMAPT | PTL DMAPT | PTL DMAPT
24 h 73uM | 7uM 73uM | 7.1uM | 7.2uM | 7uM 7.4 uM | 5.6 uM
48 h 5 uM 25uM [ 48uM | 2uM 3.7uM | 45uM | 4.6 uM | 4 M

1.2 Efecto de PTL y DMAPT en muestras primarias.

Una vez observada la concentraciéon efectiva en la inhibicién de células de LMC, se
optd por exponer células mononucleares provenientes de MON y LMC (en fase
crénica y virgenes a tratamiento) por 24y 48 ha 5y 7.5 uM de PTL o DMAPT. Como
control positivo, se expusieron ambos tipos de muestras a 2.5 micromolar de IMT y
cada exposicidn se realizd por triplicado (Fig. 7). La viabilidad se evalué por tincién
con azul de tripano, y se calculdé obteniendo el promedio del porcentaje de células
viables respecto al numero observado con el control. La significancia fue determinada
por una prueba de T de Student no pareada, para verificar diferencias entre las

células de LMC y las células de MON en su respectivo grupo de tratamiento.

63



A las 24 h de exposicion se observo una disminucién en la viabilidad de células de
LMC significativa en comparaciéon con células de MON, la disminucidn presento 2
grados de significancia en células expuestas a PTL, mientras que en células expuestas
a DMAPT se observé significancia de 2 grados en el grupo expuesto a 5 uM y de 1
grado en el grupo expuesto a 7.5 uM. A las 48 h, las células de MON comenzaron a
presentar una disminucién en viabilidad, sin embargo, la disminucién en las muestras
de LMC se mantuvo significante, comparada con su contraparte normal, siendo de 2
grados en el grupo expuesto a PTL, y de 1 grado las muestras expuestas a DMAPT. Las
células de LMC expuestas a IMT presentaron disminucidn a las 24 h, efecto que no se

observo a las 48 h (Fig. 7A).

1.3 Capacidad formadora de colonias (CFU)

El efecto diferencial observado entre células mononucleares de sujetos sanos y de
muestras primarias llevd a investigar el efecto en poblaciones progenitoras
hematopoyéticas con un ensayo funcional. La capacidad de formar colonias en medio
semisolido es una caracteristica propia de la poblacidon progenitora dentro de la
estirpe hematopoyética. Para este analisis las células deben sembrarse en medio
semisolido, en este caso Methocult (Stem Cell Technologies) con citocinas y después
de 14 dias de cultivo se evaluia la formacién de colonias hematopoyéticas, en donde
cada una de ellas era representativa una célula progenitora funcional. En la Figura 8A
se muestran imagenes tomadas de cultivos realizados en el laboratorio, donde se
observan los distintos tipos de colonias que forman estas poblaciones, cada una de
ellas es producto de una célula progenitora con distinta capacidad de diferenciacion,
siendo la manera mas sencilla de clasificarlas entre mieloides (CFU-E, CFU-M),

eritroides (BFU-E) o mixtas (CFU-GEMM).
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Figura 7. PTL y DMAPT inhiben células primitivas y blastos de LMC. A. Muestras primarias de
pacientes con LMC en fase crénica y células de MON fueron expuestas a PTL y DMAPT. Se muestra
el cdlculo de viabilidad a partir de tinciéon con azul de tripano. La significancia se determiné por
pruebas de T de Student no pareadas (se realize una prueba por tratamiento). B. Se muestra el
porcentaje de UFC con respecto al CTRL encontradas en células enriquecidas en inmunofenotipo
CD34+ lin- tratadas con PTL o DMAPT a 14 dias de cultivo. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

Con esto en mente, muestras provenientes de MON o LMC en fase crénica y virgen
de tratamiento fueron enriquecidas por columna inmunomagnética de seleccion
negativa para la obtencidon de células con imnunofenotipo CD34+ lin-. Las células
enriquecidas se cultivaron a una densidad de cien mil células por mililitro, por 24 h
con 5 uM de PTL o DMAPT o 2.5 uM de IMT en medio Stemspan (StemCell
Technologies) adicionado con citocinas. A las 24 h las células fueron obtenidas y se

determind el
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numero de células viables por tincidon con azul de tripano. Se sembraron cinco mil
células viables por mililitro en Metilcelulosa adicionada con citocinas y se cultivaron a
37 °C con 5% de CO,. Después de transcurridos 14 dias se contabilizd el nimero de
colonias hematopoyéticas y los resultados se graficaron en porcentaje de colonias
relativas al nimero de colonias observadas en el grupo sin tratamiento, donde cada
simbolo representa una muestra distinta. Los resultados fueron analizados por una
prueba Dunnet para verificar significancia entre las células de LMC y las de MON bajo
el mismo tratamiento (Fig. 7B y 8B). Las células tratadas con PTL y DMAPT mostraron
una disminucidn significativa de 3 grados en el numero de colonias formadas,
indicando que ambas moléculas son capaces de inhibir la capacidad funcional de las
células progenitoras de manera preferencial en poblaciones leucémicas que en

poblaciones sanas.

2. EFECTO SOBRE LA MUERTE CELULAR

Con el fin de observar si la pérdida de viabilidad identificada en la figura 6 y 7 estaba
relacionada a una induccién de muerte celular programada, se optd por tratar a las
células por 24 h con o sin PTL o DMAPT. Se expusieron 3 lineas celulares de LMC
(K562, Meg-01, y Kcl22) y la linea celular de LMA, HL60 a 7.5 y 10 uM de PTL o
DMAPT por triplicado. Transcurridas 24 h, se realizaron ensayos de muerte celular
descritos en la metodologia. En la Fig. 9A se muestran diagramas de puntos
representativos de los analisis citométricos y la Fig. 9B indica el promedio de los
indices de muerte celular relativos al control de los tres experimentos. La significancia
entre los tratamientos y el control se determind utilizando una prueba de Dunnet.
Las cuatro lineas celulares presentaron una induccidon a muerte significativa, siendo

HL60 la mas sensible a ambas moléculas, y la menos sensible Meg-01.
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Figura 8. Ensayo de formacion de colonias (CFU). Células enriquecidas en inmunofenotipo
CD34+lin-. Lineas celulares fueron tratadas con PTL o DMAPT. A. Se muestran diagramas de
puntos, representativos del ensayo, donde se esquematiza el eje de las X como la sefial de YoPro-1
y el eje de las Y representa la sefial de 7AAD. B. Se calculd el indice de muerte celular considerando
el porcentaje de muerte basal en el grupo CTRL como 1. La significancia entre células tratadas y el
grupo control se determind por analisis multiple de Dunnet. Los ensayos fueron realizados por
triplicado *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001.

MON

LMC

Con el fin de comparar la respuesta a muerte celular en células provenientes de
donadores sanos y muestras primarias de pacientes con LMC, se probaron células
mononucleares provenientes de 2 muestras de médula ésea normal (MON), una
muestra de un paciente en fase crénica (LMC-CP) y un paciente en crisis blastica
(LMC-CB). Las células fueron tratadas por 24 h con concentraciones de 5, 7.5 10 o 20
UM de PTL o DMAPT. Se consideraron células comprometidas a muerte aquellas que

presentaron permeabilidad a Yopro-1 y 7AAD. Los resultados se presentaron por
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indice de muerte celular, y se realizé un andlisis Tukey con el fin de verificar
significancia entre las células provenientes de sujetos sanos y las de pacientes con
LMC. En la figura 10 se observan diagramas representativos de los analisis
citométricos ambas muestras

de LMC mostraron mayor sensibilidad a los tratamientos que su contraparte normal.

La significancia entre los tratamientos se observé a 7.5, 10 y 20 uM (Fig. 10).

Con el fin de confirmar si la muerte celular observada en células expuestas a PTL y
DMAPT (Fig. 10 y 11) era producto de un proceso apoptético o de otro tipo de
muerte celular programada, se buscé investigar la activacién de caspasas en células
expuestas a PTL o DMAPT. El acercamiento se realizé utilizando células provenientes
de las lineas celulares utilizadas K562, Meg-01, HL60 y células provenientes de una
muestra primaria de LMC en fase crdnica enriquecidas en fenotipo CD34+ lin-.

Las células fueron pretratadas con 100 uM de Z-Vad (un péptido inhibidor de la
activacion de caspasas), por 2 h y posteriormente fueron tratadas con PTL o DMAPT
por 24 h. Al término de la exposicidn, las células fueron divididas en 2 partes, una
parte fue tefiida con Yo-Pro-1 y 7AAD con el fin de determinar el compromiso a
muerte celular y la segunda parte de las células fue utilizada para determinar la
activacidon de Caspasa-3, para ello, las células fueron lavadas y fijadas con para-
formaldehido, permeabilizadas con el detergente Triton-100 y tefiidas con el
anticuerpo contra Caspasa 3 activa. Ambas fracciones celulares fueron analizadas por
citometria de flujo y la significancia en ambas fracciones (entre el grupo control y los
tratamientos) fue determinada por una prueba de Dunnet.

Nuestros resultados indicaron una activacion significativa de Caspasa 3, tras la
exposicion a PTL y DMAPT, mientras que el pretratamiento con el inhibidor Z-Vad,
caus6é un decremento en la activaciéon de caspasa-3 (Fig. 11B). Sin embargo, la
inhibicidn de caspasas no causd una disminucién en la muerte celular en ninguna de
las poblaciones leucémicas analizadas (Fig. 11C), lo cual sugiere que la muerte celular
asociada a PTL o DMAPT en LMC es mayormente independiente de caspasas, tal y
como ha sido reportado anteriormente en células de leucemia linfocitica croénica

(Mateo et al., 1999).
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Figura 9. Muerte celular en lineas celulares. Lineas celulares fueron tratadas con PTL o DMAPT. A.
Se muestran diagramas de puntos, representativos del ensayo, donde se esquematiza el eje de las
X como la sefial de YoPro-1 vy el eje de las Y representa la sefial de 7AAD. B. Se calculé el indice de
muerte celular considerando el porcentaje de muerte basal en el grupo CTRL como 1. La
significancia entre células tratadas y el grupo control se determind por analisis multiple de Dunnet.
Los ensayos fueron relaiados por triplicado *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001.
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Figura 10. Muerte celular en células mononucleares. Células mononucelares de 1 muestra de
LMC en fase crénica, 1 muestra de LMC en crisis blastica y 2 muestras de MON fueron tratadas con
PTL o DMAPT por 24 horas en medio liquido. A. Se muestran diagramas de puntos representativos
del ensayo de muerte celular. B. Se muestran histogramas del indice de muerte celular
considerando el porcentaje de muerte basal en el grupo control como 1. La significancia entre las
células leucémicas tratadas y su contraparte normal (MON) se determind por analisis multiple de
Tukey. Los ensayos fueron realizadon por triplicado. *p<0.05 **p<0.01 ***<0.001 ****p< 0.0001.
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Figura 11. Mecanismo de muerte celular en células expuestas a PTL y DMAPT. Células de
lineas celulares (K562, Meg-01 y HL60) y una muestra primaria de un paciente de LMC en fase
crénica enriquecida en fenotipo CD34+ lin- fueron pretratadas con o sin el inhibidor de
caspasas Z-vad por 2 horas, posteriormente las células fueron tratadas por 24 horas con PTL o
DMAPT. Al término del tratamiento, las células fueron tefiidas con 7AAD y YoPro-1 y leidas por
citometria de flujo, las células positivas para YoPro-1 unicamente fueron consideradas en
muerte celular temprana y las dobles positivas consideradas como en proceso avanzado de
muerte celular A. Se muestran diagramas de puntos representativos del ensayo, donde se
esquematiza el eje de las X como la sefial de YoPro-1 y el eje de las Y presenta la sefial de
7AAD. B. Las células tratadas fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con un anticuerpo
contra Caspasa 3 activada, acoplado al fluoréforo V450. Los niveles de sefial se graficaron por
IMF. C. Se calculd el indice de muerte celular considerando el porcentaje de muerte basal en
el gripo tratado unicamente con Z-vad como 1. La significancia entre células tratadas y el
grupo control se determind por analisis multiple de Dunnet. *p>0.05 **p<0.01 ***p<0.001
p<0.0001.
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3. EL PAPEL DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS) EN EL TRATAMIENTO
CON PTLY DMAPT

3.1 Efecto del tratamiento sobre los niveles de ROS

Reportes anteriores de Guzman y colaboradores han demostrado que PTL y DMAPT
son capaces de inducir ROS en células de LMA. Aunado a ello Nieborowska-Skorska,
et al., 2012 reportaron que poblaciones primitivas de LMC presentan un incremento
en los niveles basales de ROS en relacidén a su equivalente normal; razén por la cual
se buscd investigar si los niveles de ROS en células de LMC se modifican después del
tratamiento con PTL o DMAPT. Para ello, células de LMC fueron tefiidas con DCFDA y
posteriormente tratadas con ambos compuestos por 1 h a 7.5 uM para finalmente
ser analizadas por citometria de flujo. En todos los casos se utilizé6 H,O, como control
positivo.

Los resultados muestran que semejante a lo ya reportado, las lineas celulares
leucémicas tienen incrementado el nivel de ROS en relacidn a la normalidad. Dicha
expresion es aun mayor al exponerlas a PTL o DMAPT (Fig. 12 A) en donde la
significancia entre la respuesta de células leucémicas y células sanas fue determinada
por una prueba de T de Student no pareada.

De manera interesante observamos que en células de MON enriquecidas en CD34+
lin, ninguno de los compuestos indujé un aumento en la IMF de DCFDA tras el
tratamiento con PTL o DMAPT (Fig. 12 Ay B), donde incluso se observé una tendencia
a disminuir los niveles de ROS tras el tratamiento, lo cual podria indicar una mayor

resiliencia a los efectos de ambos compuestos en la poblacién primitiva normal.

3.2 Cinética del estrés oxidativo inducido por PTL y DMAPT

Con el fin de observar si los niveles de ROS presentaban una cinética al tratarse a las
células con PTL o DMAPT, células de la linea celular K562 y Kcl22 fueron tefiidas con

DCFDA tratadas por 1, 3, 0 6 h con 10 uM PTL o DMAPT (Fig. 12 Cy D).
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Figura 12. PTL y DMAPT inducen Especies Reactivas de Oxigeno en células de LMC. A. Células de
lineas celulares de LMC y muestras primitivas de LMC (n=2) y MON (n=3), fueron pre-tefiidas con
DCFDA y expuestas a PTL o DMAPT 7.5uM, tras 1 hora de tratamiento, las células fueron
analizadas por citometria de flujo. La induccion de ROS se cuantificd calculando el nivel de
aumento de intensidad Media de Fluorescencia de DCFDA, relativo al observado en las células
control. B. Histogramas representativos de la sefial de DCFDA observado en las muestras primarias
expuestas a PTL y DMAPT. C-D. Células de las lineas celulares K562 y Kcl22 fueron expuestas a PTL
(7.5uM) por 1, 3y 6 horas, los niveles de ROS fueron evaluados por tincion con DCFDA, Mitosox y
analizados por citometria de flujo. En la parte inferior se presentan los niveles de ROS en células
tras el tratamiento. E. A las 24 horas de tratamiento se evalud la muerte celular inducida por PTL.
Se presenta el indice de muerte comparado con control en lineas celulares expuestas a PTL y
DMAPT. La significancia entre la tasa de cambio de DCFDA entre las células primitivas de MON y
las lineas celulares se determind utilizando una prueba de T de Student no pareada **p<0.01
***%p<0.0001.

Las células expuestas a PTL mostraron de manera consistente un pico en los niveles

de ROS 1 h posterior al inicio del tratamiento, dicho pico se reduce conforme el
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tiempo de evaluacion continua, lo que sugiere, la adaptacion de las células al estrés
oxidativo inducido por PTL o DMAPT por algin mecanismo citoprotector. Cabe
mencionar que, de manera consistente, el aumento de ROS se asocia al aumento en

la concentracion de PTL y DMAPT, asi como el efecto en muerte celular (Fig. 12D).

3.3 Activacion del sistema NrF2

Anteriormente, se ha reportado la activacion de sistemas citoprotectores en CTL de
LMA, tras el tratamiento con PTL (Guzman et al., 2014), esto aunado a la disminucion
en los niveles de ROS tras el pico inicial a 1 h de tratamiento con PTL nos llevé a
investigar si en células de LMC se daba la activacidon de un mecanismo citoprotector,
por lo que se analizaron dos componentes del sistema NrF2: la localizacién subcelular
del factor de transcripcidon NrF2 y la expresiéon de HMOX-1.

Para este analisis células de lineas celulares de LMC fueron expuestas a PTL o DMAPT
por 6 h y se obtuvo RNA para la cuantificacidon relativa de Hmox-1 por PCR en tiempo
real y se realizaron inmunofluorescencias tifendo a las células con un anticuerpo
contra NrF2 y DAPI, para visualizar la localizacidn de la proteina relativa al control sin
tratamiento.

A las 6 h se observd de manera consistente, un aumento en la tasa de cambio de
expresion de HMOX-1 en células de LMC tratadas con PTL o DMAPT con respecto al
control. Siendo el efecto mucho mas fuerte en muestras primarias de LMC-FC
enriquecidas en células CD34+ lin-. De manera muy interesante, no se detectaron
cambios en la expresion de HMOX en las muestras de MON enriquecidas en la misma
poblacidn celular, efecto que es consistente con la falta de aumento en los niveles de
ROS en la contraparte normal de la poblacién primitiva hematopoyética, al haber una
resiliencia a los aumentos en ROS en esta poblacidn, razén por la cual el sistema
Keapl no seria activado y no desencadenaria en el aumento de la expresién de
HMOX-1.

Con el fin de confirmar la activacion de Keapl en células de LMC, se realizaron
ensayos ELISA de proteinas nucleares para la deteccion de NrF2 en nucleo e
inmunofluorescencias con anticuerpo contra NrF2 para la localizacién del factor de
transcripcién. En este caso Células Meg-01 fueron tratadas por 6 h con o sin PTL o

DMAPT vy los resultados (Figura 13B) muestran una tendencia a aumentar la
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localizacién nuclear de dicho factor de transcripcion, lo que confirma la activacién de

un mecanismo citoprotector tras el tratamiento con ambos agentes.
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Figura 13. PTL y DMAPT inducen la activacidon del sistema NrF2 en células de LMC. A.
Células de LMC de lineas celulares (K562, Meg-01, Kcl22), la linea HL60 y muestras
primarias de LMC (n=2) y MON (n=2) enriquecidas en fenotipo primitivo (CD34+lin-)
fueron tratadas con PTL o DMAPT por 6 h y lisadas para la obtencidn de RNA, se
determind la activacion de NrF2 por PCR cuantitativo del gen blanco HMOX-1, los niveles
de expresidn se presentan como tasa de expresidn relativa al grupo control. B. Células de
la linea Meg-01 fueron tratadas por 6 h con PTL y DMAPT 10uM por 6 h y lisadas para la
obtencion de proteinas nucleares, se realizé un analisis ELISA colorimétrica (Transam)
para la cuantificacién de NrF2 adherido a DNA. C. Células de la linea celular Meg-01
fueron tratadas con PTL o DMAPT a 10uM por 6 h, fueron tefiidas con anticuerpo contra
NrF2 y DAPI para observar la localizacion del factor de transcripcion.

3.4 Dependencia en ROS en la induccion de muerte celular

Los aumentos en los niveles de ROS en respuesta a los tratamientos y la activacion de
respuestas citoprotectoras, nos llevo a verificar el papel de estos aumentos en el

proceso de muerte celular. Para esto utilizamos al precursor de glutation N-acetil
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cisteina como un pretratamiento en las células Kcl22 y K562, con el fin de verificar el
papel de las Especies Reactivas de Oxigeno en la induccion de muerte celular,
durante el tratamiento con PTL o DMAPT.

Debido a la capacidad del NAC para modificar el pH en el medio, los medios
preparados con NAC fueron ajustados en su pH hasta alcanzar el pH de 7.6 y con ello
genera un estrés adicional a las células. Las células fueron pretratadas con NAC 15
mM por 1 h en incubadora, ya que los ensayos anteriores demostraron que esta
concentracion era la necesaria para revertir el efecto en los niveles de ROS
observados tras el tratamiento con 10 uM de PTL o DMAPT (Fig. 18) y lavadas 3 veces
con PBS para eliminar NAC del sobrenadante, posteriormente fueron sembradas en
medio nuevo y se les agregd PTL o DMAPT a 7.5 pM o 10 pM. A las 6 h de
tratamiento, se tomdé una fraccién de las células en cultivo, estas células fueron
lavadas y tefiidas con Cell Rox (que detecta perdxido de hidrégeno) y Mitosox (que
detecta el anién superoxido), con el fin de analizar dos tipos de ROS por citometria de
flujo. Las células restantes fueron mantenidas en cultivo y a las 24 h de tratamiento,
se evaluaron los niveles de muerte celular por tincidn con YoPro-1, 7AAD y citometria
de flujo. Los niveles celulares de Perdéxido de Hidrégeno y Anidn superoxido fueron
expresados como IMF, mientras que el indice de muerte celular fue calculado
considerando la muerte en el grupo control como 1. La significancia entre los grupos
de tratamiento y el control fue determinada por una prueba de T de Student no
pareada.

Las células pretratadas con NAC mostraron una reversiéon en los niveles de ROS en
relacién a lo observado en células tratadas Unicamente con PTL o DMAPT (Fig. 15A y
B). Aunado a lo anterior también se detecté ausencia de un aumento en los niveles
de ROS tanto anién superdoxido como en perdxido de hidrégeno, mismos que se
vieron acompafados con una disminucién significativa en los niveles de muerte
celular, por lo que los resultados sugieren que la muerte celular inducida por PTL y

DMAPT es dependiente de la induccion de ROS (Fig. 15C).
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Figura 14. La induccion de ROS por PTL y DMAPT es reversible por tratamiento con NAC. A.
Células de las lineas K562 y Kcl22 fueron pretratadas con el precursor de Glutation N-Acetil cisteina
(NAC) por 1 hora a distintas concentraciones y posteriormente fueron tratadas con PTL o DMAPT
por 1 hora con o sin pretratamiento de NAC, la induccién de ROS se evalué por tincion con DCFDA,
Asi como la muerte celular. A. Se muestran histogramas representativos del efecto de NAC sobre a
induccén de ROS por PTL y DMAPT. B. Se muestran histogramas de puntos representativos de la
muerte celular en células K562 tratadas con o sin PTL 10uM y pretratadas con NAC. C. Se muestran
los valores obtenidos de la muerte celular con o sin pretratamiento de NAC.

4. FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-kB

Guzman y colaboradores (2001), anteriormente han reportado que la poblacidon
troncal leucémica de LMA presenta activacién constitutiva de NF-kB y su inhibicién
conduce a la reduccién en el niumero celular leucémico. Con el fin de investigar el
efecto de ambas moléculas en la actividad del factor NF-kB en el modelo de LMC,
para ello las lineas celualres de LMC se expusieron por 6 h al tratamiento con PTLy
DMAPT para posteriomrente analizar la actividad del factor de transcripcion por tres
diferentes estrategias: en el primer acercamiento se realizaron inmunofluorescencias

contra la proteina p65 total y DAPI para tefiir nucleos, la segunda evaluacion se
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Figura 15 La induccidon a muerte celular por PTL y DMAPT es dependiente del aumento en ROS.

Células de las lineas K562 y Kcl22 fueron pretratadas con el precursor de glutatiéon (NAC) por 1 hora
a 15mM, y posteriormente fueron tratadas con PTL o DMAPT (a 7.5 o 10uM) con o sin
pretratamiento de NAC. A. Se muestran histogramas representativos los niveles de ROS de la linea
K562 tratadas con PTL, con y sin pretratamiento de NAC. B. Se muestran los niveles de ROS en
células expuestas a PTL y DMAPT con o sin pretratamiento con NAC, por tincion con Cellrox y
Mitosox. C. Las células pretratadas con 15mM de NAC fueron tefidas para la evaluacion de
apoptosis tras 24 horas de tratamiento con PTL o DMAPT. La significancia entre las células tratadas
y el CTRL en IMF de los niveles de ROS y el indice de muerte celular se determiné utilizando una
prueba de T de Student no pareada. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001.
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detectar p65 fosforilado y p65 total (en este caso se utiliz6 como control de carga se
utilizé la proteina Beta actina y se manejoé un control positivo expuesto a LPS por 1 h),
y finalmente se realizé extraccion de RNA para la cuantificacidon por PCR en tiempo
real de 2 genes blanco de NF-kB, el gen NFkB1(p50) Y PLAU (urocinasa activadora del

plasmindgeno).

4.1 Localizacion de NF-kB

Las imagenes obtenidas de los ensayos de inmunofluorescencia fueron analizadas
utilizando el programa Fiji Image) determinando localizacién de p65, a través de
colocalizacion en regidn nuclear (tincién con DAPI). La significancia de las imagenes
de grupos tratados con el grupo control fue determinada utilizando un analisis de
varianza ANOVA. Nuestros resultados de inmunofluorescencia indican activacién
basal de NF-kB en el grupo control en la ausencia de estimulo, donde se observa la
sefial de p65 tanto en citoplasma como intercalando con la sefial de DAPI en el
nucleo. Posterior al tratamiento con PTL y DMAPT se observa que las células tienen
los nucleos tefiidos con DAPI en una mayor intensidad que el control, mientras que la
sefial de p65 se encuentra en la periferia de los nucleos y el citoplasma (Fig. 16A).
Tanto el tratamiento con PTL o DMAPT causd una disminucién significativa en la co-
localizacion nuclear de p65, sugiriendo una disminucidn en su actividad

transcripcional (Fig. 16B).

4.2 Fosforilacion de NF-«kB

En los ensayos de electrotransferencia se trataron a células de las lineas K562, Kcl22,
HL60 y una muestra de LMC enriquecida en CD34+ lin- a PTL 7.5 y 10 um. Como
control positivo de la activacidon de NF-kB se utilizd estimulo con Lipopolisacarido de
Escherichia coli (LPS) a 200 ng/uL por 1 h. Con el fin de cuantificar los niveles de
fosforilacién observados en las electrotransferencias, se analizaron las intensidades
de sefales utilizando el programa ImageStudio Lite™, las sefales se cuantificaron
sefiales de p65 fosforilado con respecto a p65 total y este con respecto a la sefial de
la proteina de control de carga (beta-actina). Posteriormente los valores fueron

presentados, considerando la sefal de fosfo-p65 en el grupo control como 100%. En
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el caso de K562 y HL60, se promediaron los valores de triplicados, en el caso de kcl22
y la muestra primaria de LMC, se promediaron de duplicados (Fig. 17B).

En general los 4 tipos celulares mostraron una activacion basal del factor NF-kB, ya
gue se logré detectar en todos los grupos control una fraccion de p65 que se
encuentra fosforilado del p65 total (Fig. 17A). En las lineas celulares de LMC (K562 y
Kcl22) se observé de manera consistente que los niveles de p65 total se mantuvieron
similares en los distintos tratamientos, sugiriendo que PTL no induce cambios en la
presencia de la proteina p65, sin embargo, se detectaron decrementos en los niveles
de p65 fosforilados en ambas lineas cuando fueron tratadas con PTL (Fig. 17 A y B).
Un resultado similar se observd en la muestra primaria de LMC enriquecida en
fenotipo primitivo CD34+ lin-, donde no se observaron cambios en los niveles de p65
total, pero si hay un aparente decremento en la fraccién de p65 fosforilado (Fig. 17 A
y B). En el caso de la linea celular HL60, las células mostraron un decremento tanto
en los niveles de la fraccién de p65 fosforilado como en los niveles de p65 total,
indicando una inhibicion tanto de la activacién como de la presencia del factor de
transcripcién en la célula (Fig. 17 A y B). Por su lado el estimulo con LPS indujo una
activacion en la linea celular K562, Kcl22 y la muestra de LMC, sin embargo, su efecto
no fue notable en la linea HL60 (Fig. 17B). Estos resultados son consistentes con los
descritos anteriormente y sugieren la inactivacion de NF-kB tras el tratamiento con

ambas moléculas.

4.3 Actividad trancripcional de NF-kB

Con el fin de evaluar la actividad funcional de NF-kB en respuesta al tratamiento con
PTL o DMAPT se realizaron ensayos de expresion de genes blanco de p65 utilizando
PCR en tiempo real (qPCR), que permite extrapolar los niveles relativos a un estimulo
de un RNA especifico. Los ensayos fueron realizados en 4 lineas celulares de LMC
(K562, Kcl22, Meg-01, Kasumi-4), una linea celular de LMA HL60, dos muestras de
MON enriquecidas en CD34+ lin- y dos muestras de LMC en fase crénica enriquecidas
en CD34+ lin-. Las células fueron sembradas a densidad de 300 mil células por ml y se
expusieron a 6 h de tratamiento con PTL o DMAPT a 7.5 uM. Tras este tiempo las
células fueron lisadas para la obtencion de RNA mensajero y el RNA fue sometido a

gPCR para la cuantificacion de los RNA mensajeros de los genes NFkB1, PLAU y
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GAPDH como gen enddgeno. Los resultados de los ensayos fueron graficados como

tasa de expresion relativa al control sin tratamiento, relativa al gen control endégeno

(GAPDH), y los valores obtenidos fueron calculados utilizando el método de expresion

relativa 2-AACT (Livak et al., 2001).
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Figura 16. PTL y DMAPT inhiben la localizacion de NF- kB en células de LMC. Células de la linea
celular K562 y una muestra de LMC enriquecida en fenotipo primitivo (CD34+ lin-) fueron
cultivadas por 6 horas con o sin PTL o DMAPT y tefiidas con anticuerpo contra p65 y DPAI. A.
Fotografias de campos representativos, de células fijadas y tefiidas con un anticuerpo contra p65
total (verde) y el nucleo DAPI (azul). B. Las imagenes obtenidas fueron analizadas para obtener la
intensidad de fluorescencia de la sefial p65 co-localizada con la regién nuclear. La significancia fue
determinada realizando un analisis de varianza ANOVA de una via. **** p<0.0001.

Nuestros resultados mostraron una inhibicidon consistente de la expresién de NFkB1

(p50) en las lineas celulares de LMC y en las poblaciones primitivas de LMC (Fig. 17C),



por otro lado, la poblaciéon primitiva proveniente de MON mostré una menor
inhibicidn cuando fueron expuestas a PTL y no presentd inhibicidn en la expresion de
NFkB1 (Fig. 17C). En el caso de la expresidon de PLAU, se observd en células expuestas
a PTL, que estas presentaron una inhibicion en su expresidon, excepto las
provenientes de MON, mientras que las tratadas con DMAPT mostraron respuestas
diferenciales, mientras que K562, Meg-01 y Kasumi-4 mostraron una inhibicién en la
tasa de expresion de PLAU, mientras que las muestras de LMC CD34+ y Kcl22
mostraron una induccion en la expresion del gen, asi como la poblacién primitiva
proveniente de muestras MON (Fig. 17C). Estos resultados confirman la reduccion en

la actividad transcripcional de NF-kB en respuesta a PTLy DMAPT

5. PROLIFERACION Y CICLO CELULAR

5.1 Retraso en la proliferacion celular

Los tratamientos actuales para LMC (ITC) han demostrado efectividad en la
eliminacidon de células maduras y proliferantes, sin embargo, estos farmacos, son
incapaces de eliminar a las CTL, la estrategia mas evidente que se observa en esta
fraccion sobreviviente es la disminucidn en la proliferacion celular y la induccion de
quiescencia. Con el fin de indagar el efecto de PTL y DMAPT sobre la proliferacion
celular, se buscd investigar el efecto de ambas moléculas en las células sobrevivientes
al tratamiento.

Células de las lineas celulares K562, KCL22, Meg-01, HL60 y CMN de LMC fueron
tefidas con diacetato de carboxifluoresceina (CFSE) y posteriormente cultivadas con
o sin PTL o DMAPT (a 7.5 o 10 uM) por 48 h para finalmente ser tefiidas con con
Yoduro de Propidio, con el fin de detectar a las células sobrevivientes. Las células
fueron analizadas por citometria de flujo y considerando el nivel de CFSE, se hizo un
calculo de la proliferaciéon celular (la tincion con CFSE, permite obtener un estimado
relativo de la proliferacion celular, al contar con células tefiidas en el tiempo cero
(TO), las células que sufren una divisién celular pierden el 50% de la tincién con CFSE,

causando una pérdida en la IMF proporcional a la proliferacion celular).
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Figura 17. El tratamiento con PTL y DMAPT, se ve acompafiado de inhibicion de NF-kB en células
de LMC. Lineas celulares de leucemia y células primitivas (CD34+ lin-) de pacientes con LMC y
donadores hematolégicamente sanos fueron cultivadas en la prescencia o auscencia de PTL o
DMAPT a 7.5y 10uM. A. Imnunoblot representativo para la deteccidn de p65 fosforilado, p65 total
y la proteina beta actina como control de carga, en células tratadas con PTL por 6 horas, se utilizd
tratamiento con LPS como control positivo para la activacidon de NF- kB. B. Se calcularon los niveles
de p65 fosfolirado a través de andlisis densitométrico, las graficas presentan los valores de sefial
relativa a p65 total, relativas a la proteina de control de carga. Los valores se ponderaron
considerando la sefial del grupo control como 100%. C. Representa un analisis de la expresion
transcripcional de blancos moleculares de NF- kB (NFkB1 y PLAU) en células expuestas a PTL o
DMAPT por 6 horas. La significancia entre tratamientos y CTRL se determind por analisis de
varianza ANOVA. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.

Nuestros las células

resultados muestran que, tras 48 h de tratamiento,
sobrevivientes se encuentran retrasadas en proliferacidon con respecto al grupo sin
tratamiento (Fig. 18A). Dicho efecto varié entre las lineas celulares, siendo el retraso
observado en la linea K562 mas fuerte, ya que las células tratadas presentaron una

IMF similar a la vista en el TO correspondiente, mientras que la linea KCL22, no
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presentd un retraso significativo (Fig. 18A). Las células mononucleares de LMC (LMC
CMN), mostraron un retraso moderado en la proliferacion celular, pero de manera
interesante se observaron dos picos en el histograma que se separaron en los
tratamientos con PTL y DMAPT, sugiriendo una fraccidén celular que es capaz de
mantener la proliferacion celular observada en el grupo control, y otra poblacién que

tiende a un retraso en la proliferacion (Fig. 18A).

5.2 Estado en el ciclo celular y dependencia en ROS

El efecto observado en la proliferacién celular sugiri6 cambios en los estadios del
ciclo celular, por lo que se busco investigar, si el tratamiento con PTL y DMAPT
llevaba a las células que permanecen aun después de tratamiento a mantenerse en
algun tipo de arresto en una etapa especifica del ciclo celular, para ello las lineas
celulares K562, Kcl22 y una muestra de LMC enriquecida en inmunofenotipo
primitivo (CD34+ lin-), fueron tratadas por 48 h con o sin PTL o DMAPT 10 uMm, al
término del tratamiento se obtuvo la fraccidn sobreviviente con fraccionamiento
Ficoll-paque, las células obtenidas fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con
anticuerpo conjugado contra Ki67, 7AAD y analizadas por citometria de flujo. La
expresion de Ki67 se utilizé para diferenciar el estado quiescente (G0O) de G1 y M,
mientras que el contenido de ADN (tinciéon con 7AAD), permitié diferenciar el estadio
G0/G1 del estadio Sy G2.

Nuestros resultados indican un aumento consistente tanto en las lineas celulares
como en la poblacién primitiva de la fraccién celular quiescente (G0), mientras que se
observa a su vez un aumento en la fraccién celular en fase G1 en las lineas celulares,
mientras que la muestra mostré una tendencia a una disminucién en esta fase,
sugiriendo que aquellas células en la primera fase de crecimiento son reclutadas a un
estado quiescente (Fig. 19 A-B).

Los cambios observados en el ciclo celular nos llevaron a preguntarnos si el efecto
estaria relacionado a la induccién de ROS por PTL y DMAPT por lo que células de la
linea celular K562 fueron pretratadas con NAC (15mM) por 1 h y tratadas con PTL o
DMAPT por 48 h, al terminar el tratamiento las células sobrevivientes fueron
separadas por ficoll-paque para obtener células viables, fijadas y tefiidas con

anticuerpo contra Ki67 y 7AAD para determinar estado en ciclo celular. Las células
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pretratadas con NAC mostraron cambios similares a los observados con PTL y DMAPT
Unicamente, caracterizados por un incremento en la fracciéon GO, sugiriendo que el
efecto en el ciclo celular mostrado inicialmente es independiente de la induccion de

ROS (Fig. 19C).

5.3 Efecto en los niveles de reguladores de ciclo.

Con el fin de investigar el efecto de PTL y DMAPT sobre reguladores de ciclo celular
en células de LMC, como ha sido reportado anteriormente en células de LMC
expuestas a ITC (Moreno-Lorenzana et al., 2016). Células de la linea K562 y una
muestra primaria de LMC en fase crénica enriquecida en fenotipo primitivo
(CD34+lin) fueron tratadas por 48 h con o sin PTL o DMAPT a 10 puM, al término del
tratamiento, se obtuvieron las células sobrevivientes por fraccionamiento con Ficoll-
paque, se fijaron y permeabilizaron para su tincién con anticuerpos conjugados
contra: CDK2, p21, ciclina A y D, y en la poblacidn primitiva se detectaron las
proteinas CDK2 y p21, ademas se tifieron con anticuerpo contra Ki67 y 7AAD, con el
fin de detectar los niveles de los distintos reguladores en cada fase del ciclo celular.
Los resultados se expresan como intensidad media de fluorescencia de cada una de
las proteinas detectadas, en cada estado del ciclo, con el fin de facilitar el andlisis de
significancia, los valores de IMF se ponderaron considerando al valor observado en el
estadio GO del grupo control como 1.

Nuestros resultados indican que tras el tratamiento con DMAPT, células
sobrevivientes de K562 muestran una disminucién en p21, ciclina A y D. En los tres
casos, la disminucidon se observd en los distintos estadios del ciclo. En el caso del
tratamiento con PTL, la disminucién de estos reguladores se replicd en el caso de
Ciclina D (Figura 24 A).

Las células primitivas de LMC mostraron un comportamiento distinto, en el caso de
p21 y CDK2, las cuales mostraron bajo nivel de expresion basal en el grupo control,
mostraron una alta induccién en su expresién, mientras que ambos reguladores
mostraron tendencia a disminuir su expresion en células de la linea celular K562,

sugiriendo un comportamiento propio de la poblacién primitiva (Figura 24 B).
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Figura 18. El tratamiento con PTL y DMAPT retrasa la proliferacion celular.

Lineas celulares de LMC fueron cultivadas en la prescencia o auscencia de PTL y DMAPT (7.5 and
10uM) por 48 h, células sobrevivientes del tratamiento fueron obtenidas por gradiente ficoll-paque y
las células viables fueron seleccionadas por citometria de flujo por tincidon con 7AAD, la proliferacién
se evalud por tincidn con éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE). A Se muestran
histogramas representativos de niveles de fluorescencia de CFSE en células sobrevivientes al
tratamiento con PTL o DMAPT por 48 h, como referencia de fluorescencia a tiempo cero (T0) se
utilizaron células teiidas el mismo dia del andlisis. B Se graficaron los niveles de Intensidad Media de
Fluorescencia, relativos a células sin tratamiento de tres experimentos independientes. La
significancia entre células tratadas y grupos control se calculé utilizando una T de Student pareada.
*p< 0.05 **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Figura 19. El tratamiento con PTL y DMAPT arresta el ciclo cellular en fase GO, en un
mecanismo independiente de la induccion de ROS.

Lineas celulares de LMC y células primitivas (CD34+lin-) de LMC fueron cultivadas en la
prescencia o auscencia de PTL y DMAPT (10uM) por 48 horas con o sin pretratamiento con el
precursor de glutatiéon N-Acetil Cisteina (NAC), células sobrevivientes al tratamiento fueron
obtenidas por gradiente ficoll-paque y fijadas con etanol. El estado en ciclo celular se evalué por
tincidn con anticuerpo contra Ki67 y 7AAD. A. Se muestran diagramas de puntos representativos
del efecto de PTL sobre el estado del ciclo celular en células K562. B Se muestra el porcentaje de
células sobrevivientes al tratamiento en células expuestas a PTL o DMAPT por 48 horas C Células
de la linea celular K562 fueron pretratadas con o sin NAC por 1 hora y posteriormente cultivadas
con PTL o DMAPT por 48 horas. Se calculé la significancia entre tratamientos y células no
tratadas se determind realizando un andlisis multicomparativo de Tukey. *p< 0.05 **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001.
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Figura 20. Efecto de PTL y DMAPT en los niveles de reguladores del ciclo celular. Células
de LMC fueron expuestas por 48 horas a PTL o DMAPT a 10 uM al término del tratamiento
fue fijada y tefiida con anticuerpos conjugados para la deteccién de reguladores del ciclo
celular (CDK2, p21, y Ciclina A y D) por citometria de flujo. Los resultados son expresados
como Intensidad Media de Fluorescencia (IMF), las barras de error representan el
promedio de triplicados. Los valores de IMF se ponderaron a los niveles observados en el
grupo Control en GO (considerado como 1). A. Se muestran los efectos de PTL y DMAPT en
los reguladores de ciclo de la linea celular K562. B. Se muestran los efectos de PTLy DMAPT
en células primitivas de LMC (CD34+ lin-). La significancia entre el grupo control y los
tratamientos se determind utilizando una prueba de T de Student pareada. *p<0.05
**p<0.01.
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IX. DISCUSION

1. PERDIDA DE VIABILIDAD EN CELULAS EXPUESTAS A PTLY DMAPT

Con el fin de observar la actividad in-vitro de partenolida y su analogo DMAPT en la
induccion de pérdida de viabilidad de células de Leucemia Mieloide Crdnica, nuestro
primer acercamiento fue a través de lineas celulares de LMC (Meg-01, K562 y Kcl22)
ademas de una linea celular de Leucemia Mieloide Aguda (HL60). Las lineas celulares
de LMC corresponden a pacientes en Crisis Blastica, donde la patologia pierde
paulatinamente la jerarquia hematopoyética, arrestandose la diferenciacién del linaje
mieloide a nivel de blastos, asemejandose a una Leucemia Mieloide Aguda. A su vez,
con el fin de comparar el efecto de estas moléculas en la viabilidad de la contraparte
normal hematopoyética, se utilizaron en células mononucleares provenientes de
donadores hematoldégicamente sanos, estas obtenidas a partir de pacientes
sometidos a cirugia de prdétesis de cadera los cuales son capaces de donar médula
6sea de las crestas iliacas, dichos donadores con una edad promedio de 50 afios,
similar a los pacientes con LMC de donde se obtuvieron las muestras primarias.

Las células provenientes de lineas celulares mostraron una sensibilidad a PTL y
DMAPT alrededor de 7.5 uM para inducir el 50% de pérdida en viabilidad a las 24 h,
mientras que, a las 48 h de exposicion, la concentracion necesaria para llevar al 50%
de pérdida de viabilidad se encontrd alrededor de 5 um, la menor concentracion
necesaria para la induccién de un efecto similar a las 48 h es congruente con una
citotoxicidad concentracidon dependiente.

Mientras que las lineas celulares mostraron una pérdida de viabilidad similar a las
lineas celulares alrededor de 7.5 uM, de manera paralela se cultivaron células
mononucleares de Médula Osea Normal (MON). Las células sanas se cultivaron en las
mismas condiciones a las muestras primarias leucémicas, mostraron un efecto en la
disminucion de viabilidad arriba de 10 uM, mientras que a concentraciones menores,
se observé un aumento en el numero total de células viables, comparadas con el
grupo control, sugiriendo un aumento en proliferacion o una pérdida en la muerte
basal, dichos cambios por la naturaleza misma del ensayo con tincién azul tripano, se
reflejaron en un aumento aparente en los niveles de viabilidad, el efecto no esperado

en las células MON pudiese estar relacionado a efectos moleculares que ejercen
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ambas moléculas, como a la activacion del factor de transcripcion FoxO, que se ve
inducido con un aumento en especies reactivas de oxigeno, y se ha visto que es capaz
de inducir proliferacion en células del linaje mieloide (Tothova et al 2007). Sin
embargo, al exponer células MNC de MON tefiidas con CFSE a bajas concentraciones
de PTL o DMAPT, no se observé un aumento en los niveles de proliferacion (Figura
18), efecto que hubiese sido posible observar por la pérdida en IMF de CFSE.

Otra posible explicacion al efecto observado en MNC de MON seria una inhibicién de
la muerte celular basal, que causaria un aumento en el nimero total de células
viables, tras un tiempo determinado de exposicién. Recientemente Li-Weber vy
colaboradores (2005) reportaron, que pese a la capacidad de PTL de inducir muerte
celular a altas concentraciones, la molécula es capaz de proteger de la apoptosis a
bajas concentraciones en linfocitos T, por medio de la inhibicién del receptor Fas
(CD95). De manera interesante, los autores reportan que dicho efecto estd a su vez
relacionado a la inhibicién del factor de transcripcion NF-kB. Ya que la activacién de
dicho factor es necesaria para la expresién de CD95.

Por otro lado, células mononucleares de pacientes con LMC en fase crénica fueron
expuestas a 5y 10 uM para a su vez observar el efecto en los niveles de viabilidad en
células representantes de la fase crdnica, a su vez, se cultivaron de manera paralela
células mononucleares de muestras de MON, con el fin de comparar el efecto de
ambas moléculas en la estirpe leucémica en medio adicionado con las citosinas
mencionadas en la metodologia. Dicha combinacién de citocinas ha demostrado en
trabajos anteriores la capacidad de mantener en cultivo a la poblacion troncal tanto
leucémica como normal (Bhatia et al., 1997), por lo que presenta las condiciones
ideales para estudiar la biologia de estas poblaciones en condiciones in-vitro.

Con el fin de investigar el efecto en la capacidad funcional de células progenitores en
células tratadas con PTL o DMAPT, se realizaron ensayos de formacion de colonias en
muestras primarias enriquecidas en fenotipo progenitor troncal (CD34+ lin-). A los 14
dias de cultivo se observd el niumero total de colonias en el medio, encontrandose
menor numero de colonias en progenitores provenientes de pacientes con LMC,
cuando estas células eran previamente tratadas con PTL o DMAPT, comparadas con
el control (Figura 7-8). Cabe destacar que al sembrar el mismo nimero de células

viables se realizd una seleccion de las células sobrevivientes al tratamiento, con PTLy
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DMAPT, el hecho de encontrar una disminucidén significativa en las unidades
formadoras de colonias indica la especificidad ambas moléculas hacia la poblacién
primitiva leucémica, indicaria que las células eliminadas durante las primeras 24 h
son preferencialmente células progenitoras funcionales, ya que las células restantes
presentan una menor capacidad para formar colonias con respecto a las células no

expuestas a PTL o DMAPT.

2. PTLY DMAPT INDUCEN MUERTE CELULAR EN LMC

Una vez observado el efecto detrimental sobre la viabilidad celular en poblaciones
leucémicas, tanto progenitoras como blastos, se buscd investigar si el efecto era
debido a la induccién a muerte celular programada.

Los resultados encontrados en las lineas celulares expuestas (K562, Meg-01, Kcl22 y
HL60), indican una mayor sensibilidad a ambos compuestos en las células de HL60,
esta linea celular de LMA mostré de manera consistente una mayor vulnerabilidad a
ambos compuestos, siendo la que presentdé menor sensibilidad, Meg-01, estas
diferencias entre las lineas celulares pueden asociarse a que cada linea celular fue
aislada de un paciente distinto, cada uno con un arresto en la diferenciacion
particular, las diferencias en la citotoxicidad observada refleja las distintas
particularidades moleculares de cada estirpe. Una particularidad de la linea HL60 fue
la baja fosforilacién basal observada en el factor de transcripcion NF-kB, comparada
con las lineas celulares de LMC (Figura 17), por lo que una menor concentracion de
PTL o DMAPT seria capaz de inhibir la activacién de este factor que en células con un
mayor nivel de activacion basal. Cabe resaltar la alta activaciéon de Caspasa-3
observada en HL60 comparada con K562 y Meg-01 (Figura 11), tras la exposicién de
ambos compuestos, alrededor de 6 veces mas intensa que lo observado en las otras
células leucémicas.

Las muestras primarias expuestas (Figura 10) mostraron una induccién a muerte
marcada en las células leucémicas siendo las diferencias en la respuesta a muerte
entre las células leucémicas y su contraparte normal observables a partir de 7.5 um.
Por otra parte, cabe destacar que tanto las células de fase crénica como las obtenidas

de muestras de crisis blastica mostraron una marcada induccidn a muerte celular,
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este efecto se observd pese a que las células en crisis blastica tienden a presentar
resistencia o una menor sensibilidad a los tratamientos antineoplasicos, de manera
interesante, las células de crisis blastica mostraron una sensibilidad similar a la
observada en las células de fase cronica, siendo la concentracidn a la que se observé
mayor diferencia entre muerte inducida en células leucémicas comparadas con su
contraparte normal la de 10 y 20 pM, sugiriendo que existe una ventana de

tratamiento a estas concentraciones.

3. PTLY DMAPT INDUCEN MUERTE CELULAR INDEPENDIENTE DE CASPASAS

Aunque la pérdida de la integridad membranal es una caracteristica clave de la
apoptosis, este tipo de muerte celular programada no puede ser confirmada
unicamente con este tipo de tinciones nucleares, sino que resulta necesario verificar
la apoptosis a través de la activacion y participacidon de las cistein-proteasas, mejor
conocidas como caspasas. Dichas enzimas involucradas en la actividad proteolitica
que involucra la muerte celular ejercen su papel una vez activadas por incision y
dimerizacion. Las caspasas son sintetizadas originalmente como zimdégenos inactivos,
es decir que en un principio no presentan actividad catalitica debido a su
conformacidn inactiva y en este estado son denominadas procaspasas. Dichas
proteasas son clasificadas de acuerdo con el estadio en el proceso de muerte donde
actuan. Siendo las iniciadoras, las caspasas involucrados en la respuesta temprana a
un estimulo apoptético, ya sea intrinseco o extrinseco (Caspasas 2, 8, 9 y 10), y las
ejecutoras activadas durante la apoptosis tardia, (Caspasas 3, 6 y 7), donde el proceso
de muerte celular es irreversible.

Con el fin de confirmar si la muerte celular observada en células de LMC expuestas a
ambos compuestos, se eligid verificar la actividad de Caspasa -3, proteasa
involucrada tanto en los procesos de apoptosis extrinseca como intrinseca. Aunque el
pretratamiento con Z-VAD fue capaz de disminuir la activacién de Caspasa 3 en
células tratadas con PTL o DMAPT, la muerte celular no se vio disminuida en las
células pretratadas con el inhibidor. Esto pareciera indicar que un proceso apoptoético
no estaria involucrado en la induccion a muerte celular por PTL o DMAPT. Por otro

lado, ya que el tratamiento con PTL y DMAPT si se ve acompafiado por una activacién
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de caspasa 3 (Figura 11), se podria inferir que las células si se ven involucradas en un
proceso apoptético, que, al inhibirse la célula se encuentra en un estado demasiado
daflado para permanecer viable. Las células dafiadas por el incremento en ROS
podrian esta optando por una muerte celular independiente de caspasas, entre las
descritas en la literatura se encuentra la necroptosis, ferroptosis y muerte inducida
por autofagia.

De especial interés para nosotros es un trabajo por Holze y colaboradores (2018)
donde han descrito una nueva forma de muerte celular programada independiente
de caspasas e inducida por especies reactivas de oxigeno, denominada Oxeiptosis. En
su trabajo Holze y colaboradores describen a la Oxeiptosis como una muerte celular
similar a la apoptosis, en el sentido de que se trata de un proceso no inflamatorio,
desencadenado por un aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno,
activando a la proteina Keapl, y desencadenando una serie de reacciones que
involucran a la fosfatasa mitocondrial PGAMS5 y al factor mitocondrial inductor de la
apoptosis AIFM1 (Holze et al., 2018). Sin embargo nuestros resultados no son
suficientes para inferir que el mecanismo descrito por Holze y colaboradores se esta

llevando a cabo en las células expuestas a PTL o DMAPT.

4. PTLY DMAPT INDUCEN NIVELES DE ROS EN CELULAS DE LMC

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son componentes ubicuos con importantes
papeles en vias de sefializacion. Sin embargo, su desregulacion puede causar estrés
oxidativo con impacto en el funcionamiento celular (Antoszewska-Smith, 2017). De
manera consistente, se ha encontrado un incremento en los niveles de estrés
oxidativo en las células de los distintos padecimientos malignos, sin una relacion clara
entre si el incremento basal de ROS como parte del motivo del origen del
padecimiento, o producto del ambiente oncogénico (Kumari et al 2018). Sin
embargo, el consenso a lo largo de los afios ha sido que los elevados niveles de ROS
en las poblaciones malignas son producto de su acelerado metabolismo y
proliferacion.

Sin embargo, esta idea ha sido desafiada en los ultimos afios, donde algunos trabajos

han encontrado estos altos niveles de ROS en poblaciones malignas en estado
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quiescente. De especial interés para el estudio ha sido el reporte por Nieborowska y
colaboradores (2012), donde han encontrado este incremento en los niveles de ROS,
al comparar poblaciones primitivas de hematopoyéticas en pacientes con LMC en
fase crénica, comparadas con su contraparte normal. Esto incluso en las poblaciones
quiescentes, donde anteriormente se habia supuesto un bajo nivel de ROS, los altos
niveles de estrés oxidativo en estas poblaciones quiescentes se vieron acompaiados
de mayor inestabilidad genética. En el mismo trabajo Nieborowska y colaboradores
encontraron que la causal del incremento en ROS en estas células eran defectos
mitocondriales, que causaban una despolarizacion de membrana en estos organelos.

Por otro lado, se ha descrito en el modelo de Leucemia Mieloide Aguda, que la
poblacion primitiva (CD34+) presenta una mayor expresién de proteinas regulatorias
de la sintesis del glutation, como un mecanismo compensatorio para el incremento
en estrés oxidativo, de manera consistente, se ha demostrado que las poblaciones
primitivas leucémicas presentan una mayor tasa de glutation oxidado que su
contraparte normal. Esto vuelve a estas poblaciones susceptibles a compuestos que
comprometan el metabolismo de glutatién (Pei et al., 2013). Uno de los mecanismos
que se han atribuido a la citotoxicidad de PTL y DMAPT es la capacidad de abrogar el
abastecimiento de glutation en células de LMA. Asi mismo Pei y colaboradores (2013)
reportaron que las poblaciones primitivas de LMA son especialmente susceptibles a
los efectos de PTL, comparadas con su contraparte normal, incluso cuando las
poblaciones malignas presentan sobre activacién de la sintesis de glutatién como
estrategia de compensacion.

Nosotros observamos una tendencia en la poblacién primitiva de MON a presentar
una menor IMF de DCFDA a la observada en la poblacion primitiva leucémica, dicha
diferencia reflejaria menores niveles de ROS basales en la contraparte normal a la
leucémica que podrian estar relacionados a una mayor tasa de glutatién reducido
que la poblacién primitiva maligna como lo reportd Pei y colaboradores (2013) y
Nieborowska y colaboradores (2012). Este comportamiento haria a las poblaciones
normales mas resilientes a ambos compuestos, como lo han reportado Guzman y
colaboradores en el modelo de LMA.

Los niveles intracelulares de ROS son altamente regulados por una serie de sistemas

de sefializacion que, gracias a residuos susceptibles a oxidacion, son capaces de
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detectar cambios en los niveles de las especies reactivas de oxigeno (Scaturro y
Pichlmair, 2019). El sistema Keapl es uno de los sistemas de resiliencia a ROS mds
estudiados, en niveles normales de ROS y la actividad de Keapl consiste en degradar
al factor de transcripcion NRF2. La proteina Keapl, cuenta con una serie de residuos
de Cisteina en su terminal C, que al oxidarse causa un cambio conformacional y
evitan su interaccion con NRF2, causando la acumulacién del factor, su traslocacion a
nidcleo y la posterior expresion de genes antioxidantes y citoprotectores, como
Hmox-1. Cabe mencionar que se ha reportado una sobreexpresién del factor NrF2 en
lineas celulares de LMC resistentes a IMT (Gemani et al., 2010), ademas de los
reportes por Pei y colaboradores (2013) que encontraron una mayor expresién de
NrF2 en células primitivas de CD34+ que su contraparte normal, que podria ser
responsable de la alta expresion de componentes del metabolismo de glutation en la
estirpe leucémica, sobre todo en poblaciones responsables de su mantenimiento y
resistencia a tratamientos.

Tras observar el comportamiento cinético en los niveles de ROS tras el tratamiento
con PTL o DMAPT, donde el pico alcanzado en un corto tiempo (1h) disminuye con el
tiempo, antes de inducir muerte celular en las células expuestas (24 h), supusimos la
participaciéon de respuestas citoprotectivas. Tomando esto en cuenta y las
observaciones realizadas por Pei et al en el modelo de LMA, optamos por verificar la
activacion del sistema NrF2, por PCR en tiempo real e inmunofluorescencia. Nuestros
resultados indican una activacion de la expresion de HMOX-1, gen blanco del factor
NrF2 activado por Keapl, en células expuestas a PTL y DMAPT. Dicho aumento se vio
consistentemente mas alto en células expuestas a PTL que a DMAPT, esta diferencia
concuerda con diferencias en la cinética observada entre PTL y DMAPT, donde PTL
alcanza un pico en el aumento en los niveles de ROS en un menor tiempo que
DMAPT, lo cual podria resultar en menores niveles de activacion de HMOX-1 a las 6 h.
De particular importancia es la falta de activacion de expresiéon de HMOX-1 en la
poblacién primitiva CD34+lin- de MON, comparada con la poblacion primitiva
proveniente de pacientes con LMC en fase cronica, este resultado concuerda con la
ausencia de cambios en IMF de DCFDA en la poblacidn normal, al ser expuesta a PTLy
DMAPT (Figura 12). Ademas, respecto a la respuesta en HMOX en muestras

primitivas de LMC, cabe mencionar que los niveles de activaciéon observados en las
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muestras primarias de LMC fueron mucho mayores a los cambios observados en las
lineas celulares de LMC (K562, Meg-01 y Kcl22).

Aunque el sistema Keapl ha sido anteriormente descrito como el sistema
citoprotector a ROS por excelencia, Holze y colaboradores reportaron en 2018 un
papel dual en su activacién. Al observar en células depletadas de Keapl, que
muestran mayor resiliencia a altos niveles de ROS que células con Keapl positivas.
Por otro lado, encontraron que una sobreactivacién del sistema Keap1 llevaba a una
muerte celular independiente de caspasas que llamaron Oxeiptosis, ya que el sistema
de Keapl se basa en la modificacion de 27 residuos de cisteina, para sensar la
prescencia o auscencia de ROS, este sistema podria permitirle a la proteina integrar
informacidn cuantitativa que le permita diferenciar entre niveles fisioldgicos y niveles
catastréficos de ROS y responder de una manera apropiada (Holze et al., 2018). El
sistema Keapl tendria una dualidad en la funcidn del sistema protector, la primera
seria la mas conocida como regulador de la expresién de genes citoprotectores a
niveles moderados, mientras que estaria disparando un programa de muerte celular
a mayor activacion.

Es de importancia comentar que los ensayos realizados durante este estudio se
llevaron a cabo en una incubadora adaptada para cultivos celulares mamiferos, las
condiciones que mantienen estos equipos simulan los niveles de oxigeno observados
en un ambiente arterial, conocido como normoxia y reflejan las condiciones de una
célula en circulacion y no los de una poblacidon primitiva en el microambiente
medular, en lo que concierne niveles de oxigeno. La residencia natural tanto de las
poblaciones primitivas normales como las leucémicas se encuentran en la médula
6sea, un ambiente que se considera hasta ahora un ambiente hipdxico. Los estudios
realizados por Nieborowska y colaboradores indagaron sobre como las diferentes
tensiones de 02 podrian afectar a la produccién de ROS en las poblaciones
leucémicas, lo que ellos reportaron fue que estas poblaciones mantienen mayores
niveles de ROS comparado con la contraparte normal, tanto en normoxia (17% 0O,)
como en hipoxia (1% 0;), (niveles de oxigeno que simularian el ambiente arterial y la
médula désea respectivamente), siendo los niveles de ROS poco alterados por la
presencia o ausencia de oxigeno. Al mantener esta tendencia de un alto estrés

oxidativo y genotodxico incluso en un ambiente hipdxico, sugiere que estas
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poblaciones en la médula dsea serian capaces de mantener una inestabilidad
genética que daria lugar a clonas resistentes.

Los aumentos en los niveles de ROS y la activacion de mecanismos citoprotectores
observados en células expuestas a PTL o DMAPT nos llevé a investigar el papel del
estrés oxidativo en la induccién a muerte que ejercen ambas moléculas. Con este fin,
se trabajo con el precursor de glutatién NAC, capaz de inhibir el efecto de PTL o
DMAPT en los niveles de ROS. Los resultados indican de manera tajante que la
ausencia de aumento en ROS es crucial en la capacidad de ambas moléculas para
inducir muerte celular, ya que, en células pretratadas con NAC, la muerte inducida
por PTL y DMAPT se vié revertida significativamente, efecto que correlaciona con una
disminucion en los niveles de ROS inducidos por ambos compuestos. De manera
interesante, el reciente reporte de Holze y colaboradores (2018) describe a la
oxeiptosis como un tipo de muerte celular programada independiente de caspasas y
disparada por un aumento en los niveles de ROS, donde la activacion de Keapl es
clave para el desencadenamiento de los pasos que llevan a la muerte celular. Aunque
la Oxeiptosis se ha atribuido principalmente a muertes por infeccion viral, fue
demostrada por primera vez en células expuestas a peréxido de hidrégeno. En este
sentido, se requeriria indagar en este proceso e investigar su implicaciéon en la

muerte inducida por PTL y DMAPT.

5. PTLY DMAPT INHIBEN LA ACTIVACION DE NF-«kB

Como ha sido reportado anteriormente, otra via importante necesaria para la
citotoxicidad de PTL y DMAPT es la capacidad de inhibir al factor de transcripcion de
NF-kB. El mecanismo por el cual actuan las lactonas sesquiterpénicas ha sido
reportado por distintos autores, y no se ha elucidado por completo. De acuerdo con
Garcia Pifieres y colaboradores (2004), PTL bloquea la sefalizacién de NF-kB a través
de la alquilacion de residuos de cisteina en p65, por otro lado otros autores han
sefialado que el mecanismo ocurre rio arriba, uniéndose directamente al complejo
IKK e inhibiendo su actividad (Minhajuddin et al., 2011), por lo que no se ha llegado a
un consenso general del mecanismo necesario, sin embargo, la capacidad inhibitoria

de ambas moléculas se ha descrito en numerosos modelos malignos (Kawasaki et al.,
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2009; Kwok et al., 2001) y que ha despertado interés en la capacidad terapéutica de
PTLy DMAPT.

Con el fin de indagar los efectos de ambas moléculas sobre la activacion de NF-kB, se
realizaron una serie de ensayos que permitieron verificar el estado del factor de tres
maneras: la localizacién de la subunidad p65 dentro de la célula por
inmunofluorescencia, el nivel de fosforilacién de p65 respecto a los niveles de p65
total por inmunoblot y la actividad transcripcional del factor por la expresion a nivel
de RNA mensajero de dos genes blanco (PLAU y NFkB1). Nuestros resultados
mostraron de manera general una inhibicion de la actividad, fosforilacion y
localizacién en nucleo de NF-kB, de especial interés para nosotros fue la aparente
activacion basal en la poblacion primitiva leucémica (CD34+ lin-) de p65 (Figura 17),
ya que las células del grupo control mostraron la fosforilacién de una fraccion
considerable de p65, similar a lo observado en las lineas celulares. Esta caracteristica
las volveria vulnerables al tratamiento con PTL o DMAPT, como fue observado en los
distintos ensayos de viabilidad y muerte en este tipo de poblacion leucémica.

Cabe destacar la poca fosforilacidon basal de NF-kB que se encontré en la linea celular
HL60 (Figura 17), al compararlo con las lineas celulares K562, Kcl22, y la muestra de
poblacién primitiva CD34+ de LMC. Este bajo nivel de fosforilacion se observé incluso
cuando la expresién de p65 total presento niveles altos, el tratamiento con PTL en
esta linea celular resulté en una disminucidn practicamente total de la sefial de la
proteina fosforilada, efecto que pudiese estar relacionado a la mayor sensibilidad a
ambos compuestos en esta linea celular.

Los ensayos realizados con pretratamiento de NAC, sugieren que la sola inhibicion de
NF-kB no es suficiente para inducir muerte celular en las poblaciones leucémicas
(Figura 12 y 15). Sin embargo, no descarta un efecto sinérgico que pudiera aportar
esta inhibicion a la induccion de ROS.

Por otro lado, reportes anteriores han encontrado que la citotoxicidad de PTL en
células malignas no se basa solamente en la inhibicidn de NF-kB, sino a una serie de
efectos sobre distintos componentes moleculares, como la activacion de p53, la
ubiquitinizacion de MDM2, la inhibicién de DNMT1 y HDAC1, (Guzman et al., 2005) y
de gran interés para nosotros, la induccién de ROS a través de la deplecion de

glutation.
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6. PTLY DMAPT INHIBEN LA PROLIFERACION EN CELULAS DE LMC

Una de las caracteristicas bioldgicas de la LMC es el aumento en la proliferacion
celular debido a la actividad de Bcr-Abl. Los ITC presentan la capacidad de inducir
apoptosis en blastos de LMC, ya que se ha demostrado que el grueso de la poblacion
leucémica se encuentra adicta a la activacién constitutiva de Bcr-Abl (Hamilton et al.,
2012), mientras que la poblacién primitiva no es dependiente de esta actividad y es
capaz de sobrevivir la inactividad de Bcr-Abl, a través de una induccidn a quiescencia.
Trabajos anteriores realizados por nuestro grupo de investigacidén han reportado que
la fraccion celular en estado GO/G1 incrementa en células de LMC tras ser tratadas
con ITCs (Moreno-Lorenzana et al., 2016), y que este efecto es dependiente de la
localizacién nuclear de los inhibidores de CDK, p21y p18.

Los objetivos vigentes en el desarrollo de terapias para leucemias incluyen la
erradicacion de las poblaciones resistentes a los tratamientos actuales y causantes de
recaidas en pacientes, esto debido a que las quimioterapias cldsicas de manera
histérica se han dirigido a las poblaciones proliferantes y son inefectivas en
poblaciones quiescentes, como lo son las células troncales leucémicas. De ahi el
interés en conocer el efecto sobre la proliferacién en las células sobrevivientes al
tratamiento con PTL y DMAPT.

Con este fin, se investigd por medio de pre-tincidn con carboxifluoresceina y tincion
con loduro de Propidio tras un tratamiento de 48 h en lineas celulares y muestras
primarias de LMC y MON. Nuestros resultados muestran que una fraccién de la
poblacién leucémica es capaz de sobrevivir el tratamiento por PTL y DMAPT, tras las
48 h de tratamiendo, siendo el grado de retraso en la proliferacion distinto entre las
lineas celulares. La linea K562 presentd el mayor nivel de retraso y Kcl22, la de menor
retraso. Cabe destacar que Kcl22 presentdé mayor induccién de ROS durante las
exposiciones a ambos compuestos y la mayor activacién de NrF2 de las tres lineas
celulares de LMC (Figura 13).

En general se observo un retraso en la proliferacidn celular, tanto en lineas celulares
como en muestras primarias leucémicas, no fue sorpresa para nosotros que el efecto
se replicase en la fraccién primitiva proveniente de sujetos con LMC(CD34+lin-)

(Figura 18).
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7. LA INHIBICION DE LA PROLIFERACION VIENE ACOMPANADA DE UN ARRESTO
EN EL CICLO CELULAR

Los cambios en las tasas de proliferacién celular nos llevaron a indagar sobre el
estado en el ciclo celular de las células sobrevivientes al tratamiento, con esto en
mente se analizé el estado en el ciclo celular de dicha fraccién sobreviviente por
medio de fijacion y tincidon con anticuerpo contra Ki67 y 7AAD, encontramos que las
células viables se encuentran enriquecidas en estadio GO/G1.

En estudios anteriores se ha encontrado que los niveles de ROS tienen un papel en la
proliferacién celular. Se ha reportado que los factores de transcripcién FoxO (Tothova
et al.,, 2007) son un factor importante en la diferenciacién mieloide y al deletarse
dichos factores en una poblacién troncal hematopoyética, se observa un incremento
en los niveles de ROS y una diferenciacion a linaje mieloide. Con esto en mente,
nosotros esperdbamos encontrar que estos cambios en el ciclo celular serian
revertidos por un pretratamiento con NAC, como sucedié con la muerte celular. Para
nuestra sorpresa, se encontré que mientras estas células fueron consistentemente
rescatadas de muerte por el pretratamiento con NAC, estas aun asi sufren el cambio
en el ciclo celular, sin mostrar una relacién con la induccién de ROS (Figura 19). Este
efecto nos ha llevado a pensar en NF-kB como el responsable de la inhibicion del ciclo
celular.

Con el fin de indagar el mecanismo detrds de los cambios en el ciclo celular, se
cultivaron células de la linea K562, la cual mostré mayor retraso en la proliferacion
celular, y células de LMC enriquecidas en CD34+lin-. Las células fueron cultivadas a
con o sin PTL o DMAPT a 10 uM por 48 h, y las sobrevivientes al tratamiento fueron
analizadas para verificar el nivel de expresidon de p21, ciclina D y A. Para nuestra
sorpresa, las células primitivas y la linea K562 mostraron cambios practicamente
inversos en los niveles de los reguladores de ciclo, mientras que la linea K562 tendi6 a
mostrar inhibicion en la expresidon de p21, CDK2, Ciclina A y D, las células primitivas
de LMC mostraron una tendencia a incrementar ante PTL y DMAPT los niveles de p21
y CDK2 (Figura 20), sugiriendo que p21 en especial, juega un rol importante en la
sobrevivencia de las poblaciones primitivas de LMC. Anteriormente, Cheng y
colaboradores (2000) han reportado que el regulador de ciclo p21 juega un papel

clave en el mantenimiento de la quiescencia en células troncales hematopoyéticas.
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X. CONCLUSIONES

Durante la realizacidon de este trabajo se determiné el efecto de partenolida y DMAPT
sobre células del compartimento primitivo (CD34+ lin-) de LMC, asi como en blastos
de este tipo de leucemia. Las poblaciones celulares primitivas obtenidas de pacientes
con LMC en fase cronica de recién diagndstico, mostraron una disminucién en
viabilidad y capacidad formadora de colonias (autorenovacidn), dicho efecto se
observé de manera especifica en esta poblacién maligna, al compararlo con su
contraparte normal en poblaciones primitivas (CD34+ lin-) provenientes de médula
6sea de donadores hematoldgicamente sanos. Por otro lado, células mononucleares
de LMC mostraron a su vez una disminucién en viabilidad acompafiada con un
aumento de muerte celular programada comparado con su contraparte normal.

Al indagar el efecto sobre el mecanismo molecular de ambas moléculas en células de
LMC, se encontré que tanto partenolida como DMAPT inducen un aumento en los
niveles de estrés oxidativo (ROS) el cual se asocia con la induccidon de muerte celular
a través de este aumento. Dicho efecto fue observado en las poblaciones primitivas
(CD34+ lin-), como en blastos de LMC (K562, Meg-01, Kcl22), mientras que la
contraparte normal de la poblacién primitiva no mostré un aumento en los niveles de
ROS ni en la activacion del sistema Keapl.

El tratamiento con PTL y DMAPT inhibe al factor de transcripcién NF-kB, tanto en la
fosforilacién de la subunidad p65, como en su localizacidn nuclear y su actividad
como regulador de la transcripcion. Dicho efecto se observd tanto en la poblacion
primitiva leucémica (CD34+ lin), como en blastos de LMC tras el tratamiento con PTL
o DMAPT.

Tras un tratamiento prolongado (48 h) con PTL o DMAPT, las células de LMC
sobrevivientes manifestaron una supresién de su proliferacion, efecto que se vio
acompafiado con un aumento en el porcentaje de células en fase GO, indicando una
induccidn a quiescencia, misma que parece estar asociada con el CDKI p21.

Los resultados descritos en este trabajo demuestran la capacidad que tienen ambas
moléculas en eliminar de manera preferencial el compartimento primitivo de LMC,

poblacién causante de las recaidas en pacientes con LMC en tratamiento con ITC,
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resaltando la importancia de ambas moléculas como un campo de investigacion en el

desarrollo de nuevas terapias en este padecimiento.

102



XI. PERSPECTIVAS

Una de las preguntas planteadas por el presente trabajo es el papel del factor de
transcripcién NF-kB sobre la induccién de quiescencia en células expuestas a PTL o
DMAPT. Ya que el pretratamiento con NAC en células expuestas a PTL y DMAPT no
afecta los cambios observados en el ciclo celular de las células sobrevivientes a los
tratamientos, y la exposicion PTL y DMAPT se vio acompafada con modulacion del
inhibidor de ciclo p21, que ha sido reportado anteriormente como proteina clave en
la regulacion de quiescencia de poblaciones primitivas, se podria suponer que el
efecto estd ligado directamente a la actividad de NF-kB, sin embargo, dicha relacion
tendria que ser investigada con mayor profundidad.

Por otro lado, la activacion de sistemas de citoproteccién despiertan la duda de si su
inhibicidn potenciaria el efecto de PTL y DMAPT, sobretodo en la poblacidn primitiva,
donde se observd la mayor transcripcion de HMOX-1 de todos los tipos celulares. La
activacion de Keapl ha sido correlacionado con mal prondstico en distintas
malignidades y recientemente la molécula K-563 ha sido aislada del actinomiceto
Streptomyces sp. ha mostrado potencial como un antiproliferativo en cancer de
pulmdn al inhibir la actividad de Keapl (Hori et al., 2019), seria de interés investigar si
existe un efecto sinergistico entre inhibidores de este tipo y PTL y DMAPT en la
citotoxicidad de poblaciones primitivas de LMC.

Otra de las preguntas que surgen del trabajo es el mecanismo de muerte celular
involucrado en la citotoxidad tras el tratamiento con PTL o DMAPT, ya que el
pretratamiento de las células con el péptido Z-VAD se vio acompafiado de una
disminucion en la activaciéon de caspasa-3, sin embargo, no se vieron afectados los
niveles de muerte celular, seria de interés investigar si se estd dando lugar un tipo de
muerte celular descrita por Holze y colaboradores, (2018) denominada Oxeiptosis,
muerte celular desencadenada por altos niveles de ROS y la sobre activacién de
Keapl.

Finalmente, la actividad de ambas moléculas en modelos in-vitro permitié indagar el
potencial de ambas moléculas a afectar la permanencia de poblaciones primitivas
leucémicas en pacientes, sin embargo el mecanismo molecular descrito en el

presente trabajo no fue realizado en un ambiente experimental hipdxico, donde la
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induccion de ROS podria diferir de los resultados realizados en un ambiente
normoxico, ya que la médula désea, espacio residente de las poblaciones troncales
leucémicas, se caracteriza por presentar un ambiente hipdxico, resultaria necesario

investigar el efecto de ambas moléculas sobre este tipo de ambiente.
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XIl. ANEXO
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Figura Anexo 1. Analisis PROBIT en células Meg-01. Se determinaron los valores
PROBIT respect al Logaritmo de concentracién de PTL y DMAPT, en células Meg-01
expuestas por 24 y 48 horas.
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Figura Anexo 2. Analisis PROBIT en células HL60. Se determinaron los valores PROBIT
respect al Logaritmo de concentracion de PTL y DMAPT, en células HL60 expuestas por

24 y 48 horas.
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Figura Anexo 3. Analisis PROBIT en células Kcl22. Se determinaron los valores PROBIT
respect al Logaritmo de concentracion de PTL y DMAPT, en células Kcl22 expuestas por
24 y 48 horas.
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Figura Anexo 4. Analisis PROBIT en células K562. Se determinaron los valores PROBIT
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24 y 48 horas.
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