UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

EFECTO DE LA COMBINACION DE HIDRALAZINA Y VALPROATO DE
MAGNESIO Y SU COMPARACION CON VORINOSTAT Y DECITABINA EN UNA
LINEA CELULAR DE LINFOMA CUTANEO DE CELULAS T

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias

PRESENTA:
BEATRIZ SANTAMARIA JIMENEZ

DR. ALFONSO DUENAS GONZALEZ
Unidad Periférica, INCAN. Instituto de Investigaciones Biomédicas

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:
Marcela Lizano Soberén
Instituto de Investigaciones Biomédicas

Héctor Mayani Viveros
Hospital de oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS

Ciudad de México. Febrero, 2019.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RECONOCIMIENTOS

Esta tesis de Maestria en Ciencias Bioquimicas se realiz6 bajo la direccion del Dr.
Alfonso Duefias Gonzalez en el Laboratorio de Epigenética y Cancer en la
Subdireccion de Investigacion Basica del Instituto Nacional de Cancerologia.

El comité Tutorial que asesoro el desarrollo de esta tesis estuvo formado por:

Marcela Lizano Soberén: Instituto de Investigaciones Biomédicas
Héctor Mayani Viveros: Hospital de oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI

Se reconoce la colaboracion como Asesoras Técnicas y Académicas a la Dra. Maria
Guadalupe Isabel Dominguez Gomez y la Dra. Alma Delia Chavez Blanco en el
desarrollo de esta Tesis.

Este trabajo se realiz6 gracias al apoyo proporcionado por el CONACYT a través de

la beca con nimero de registro 549459.

Esta tesis fue defendida en examen presentado en Febrero de 2019

El Jurado de Examen de Maestria estuvo constituido por:

Presidente: Dr. Marco Antonio Cerbon Cervantes
Vocal: Dra. Ana Maria Salazar Martinez

Vocal: Dra. Maria Antonieta Chavez Gonzélez
Vocal: Dr. Rodrigo Gonzalez Barrios de la Parra

Secretario: Dr. Greco Herndndez Ramirez



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Dr. Alfonso Duefias Gonzalez por permitirme formar parte de su grupo

de trabajo y por haberme guiado durante la realizacion del proyecto.

Agradezco al programa de Maestria en Ciencias Bioquimicas y a la Universidad

Autonoma de México por la formacion académica que me brindaron.

A los miembros del comité tutoral, la Dra. Marcela Lizano y el Dr. Héctor Mayani,
asi como a los miembros del jurado: Dr. Rodrigo Gonzéalez Barrios de la Parra, Dr.
Greco Herndndez Ramirez, Dra. Maria Antonieta Chavez Gonzélez, Dra. Ana Maria
Salazar Martinez, Dr. Marco Antonio Cerbén Cervantes por apoyarme con la

correccion y la evaluacion de la tesis.

A la Dra. Lupita por haberme orientado y por su apoyo incondicional a lo largo de

este proyecto.

A Alma, Caty, Enrique, Lucy y Diana ya que ellos fueron parte de mi formacion
académica, gracias por sus consejos y a mis comparieros de laboratorio que me

apoyaron durante mi estancia en el Instituto: Clara, Ytzel, Blanca, Mau, Caty.

A mis padres por haberme dado las bases para poder desarrollarme en la vida,
Gracias por el carifio, los consejos y el apoyo incondicional.

A mis hermanas: Magda, Sara y Daniela, a mi sobrinos Sofy y a Rodri que son tan
importantes en mi vida y a toda mi familia, por su carifio, por consentirme y por creer

en mi.

A mi amigo Rogelio por estar conmigo en las en las buenas y en las malas, por su

apoyo y amistad y por inspirarme a seguir creciendo profesionalmente.

A mis amigos: Janeth, Daniel San, Quetzalli, Diana, gracias por su amistad que

perdura a pesar del tiempo.



INDICE

RESUMEN ...ttt ettt e et e e et e s et e et eseseesasaeesaseesaseeesaseesaseeesaseesareeesaseesaseesaeeesaneesssneenas 6
INTRODUGCCION . ...ttt ee et e e e et et e e e e et eeeeseeeseseeseeesessessasesseseaseseessaseseesessesesensaseseeseens 7
Cancer y neoplasias hematolOgiCas ........ccvueireirieiriereeeeee e 7
Linfoma CULANEO @ CEIUIAS T ...oooeeiieieeeie ettt ettt ettt ettt ae e s eaa e s snae e saes 8
Modificaciones EPIGENELICAS.......cceeeeveceeeceeeee ettt et s eas 12
MELHACTON AEI ADN ...ooiieiieeeeeee ettt ettt e ettt e e e et e e s e st e e seeateesaaaeeesassseeesessseeesssarees 13
Acetilacion/desacetilacion dE NISTONAS .......oocvvivi vttt e e eeaeee s 16
Terapia epigen@tiCa €N CANCET ..ottt 19
INNTDIAOTES B IAS DINIMTS ettt ettt e e e e e e e e et eeeeseeaaereaeeeeesseesasreneees 20
INNIDIAOTES U HDACS ...ttt e et e e et e e e e et e s e e et e e s e eeeseaereressaeeeesseenees 22
Valproato A€ MAGNESIO ....ceciuicieiecteeecte ettt st s teeaesbe s e e b e sbeessestesraenbesreensenns 23
VOTNOSTAL (SAHA) ettt st e s be e et e s be et e steeraenbesreentenns 24
ANTECEDENTES ...ttt ettt e et e et e et et e et esaeseaeseteeeseeereesreesaeessesesesenteareenneennees 26
JUSTIFICACION ... e e e e e s s s e e et e et eeeteseeeseseeeeesssssesessesanssesesesenenanas 27
HIPOTESIS oottt e et e e e e et e e e e e e eeees e eeeesesaeeeeaseseesseseseeseasenssssssansessesnsesessasnensessns 28
OBUIETIVOS ...t e e e et e et e et e et e saeseaeseaeesteesseesatesesesesesasteaseeaseeseesnesaneenseen 28
MATERIALES Y METODOS....co. oottt eeee e et eeeeteee e eeeeseetesesasseeeeseatessesnesssesessaseseeens 29
Lineas celulares y CUItiVO CEIUIAN ...t 29
Determinacion de la viabilidad CEIUIAT ..o ereee e 29
Andlisis de la combinacion A fAIMECOS. ....oooviiveieieeeeeee ettt s st e sere e seaee e 30
Evaluacion de SINErgiSMO. ...ttt b e st a e aeene e 30
ANALISIS ESTAUISTICO .vviiivieeceeeeee ettt ettt et e et e st e s eaeesereeesseesereesaraeesareeesneesas 31
RESULTADOS ..ottt ettt e et e e e e et e s et e e et esaeeesaeeesaeeesaneeeaneeesaneeeanneesaneesaneeesareesaneean 32

Efecto del tratamiento con hidralazina, valproato de magnesio, decitabinay
vorinostat sobre la viabilidad de las células Hut78 de linfoma cutaneo de células

L PO T PO RO P T PPRTUPRRPR 32

Efecto del tratamiento con la combinacién hidralazinay valproato de magnesio

sobre la viabilidad de las células Hut 78 de linfoma cutaneo de células T............... 36
DISCUSION. cooeeereereieeeteeese e eese st 41
CONCLUSIONES ..ottt sttt 43
REFERENCIAS ...ttt ettt sttt ettt 45



ABREVIATURAS

LCCT: linfoma cutdneo de células T

ncARN: ARN no codificante

DNMTs: ADN metiltransferasas

HATSs: enzimas histona acetiltransferasas

HDACSs: enzimas histona desacetilasas

iHDACS: inhibidores de las enzimas desacetilasas de histonas

iDNMTSs: inhibidores de las enzimas ADN metiltransferasas

SAHA: acido hidroxamico suberoilanidido



RESUMEN
Las células de linfoma cutaneo de células T (LCCT) presentan resistencia a
apoptosis y proliferacion celular descontrolada debido a alteraciones genéticas y
epigenéticas; sin embargo, el LCCT ha demostrado tener una buena respuesta

clinica a los inhibidores de las desacetilasas de histonas, como el vorinostat.

Por otro lado, estudios preclinicos sugieren que el uso de la combinacién con
farmacos inhibidores de desacetilasas de histonas (IHDAC) e inhibidores de ADN
metiltransferasas (iDNMT), puede ofrecer mejores resultados que el uso de los
farmacos por separado. Ademas, se ha observado que el reposicionamiento
terapéutico de drogas como la hidralazina (un agente desmetilante del ADN) y el
valproato de magnesio (un inhibidor de las desacetilasas de histonas) tiene un
efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular de algunos tipos de céncer, no

obstante, su efecto no se ha demostrado en linfoma cutaneo de células T.

Con base en estos antecedentes, el objetivo de este proyecto es determinar el
efecto sobre la viabilidad en células de linfoma cutaneo de células T, HUT 78, con
el tratamiento con hidralazina y valproato de magnesio, y comparar el efecto de esta
combinacion contra la combinacién de decitabina y vorinostat, inhibidores también

de la metilacién del ADN y de las desacetilasas de histonas, respectivamente.

Nuestros resultados sugieren que el tratamiento con los cuatro farmacos por
separado disminuyd la viabilidad celular de la linea de linfoma cutaneo de células T
HuT 78 de manera dosis-dependiente. Por otra parte, se investigo el efecto de la
combinacion con hidralazina y valproato de magnesio, la cual también provocé una
disminucién de manera significativa en la viabilidad celular. Ademas, el analisis de
la interaccion farmacolégica con el programa SigmaPlot demostré que una mayor
sinergia de hidralazina valproato en comparacion con decitabina y vorinostat, lo cual
sugiere que este tipo de farmacos que actian a nivel epigenético podrian ser
visualizado para realizar mas estudios en otros tipos celulares y ser contemplados
en un futuro para ser evaluado en estudios preclinicos como alternativa de

tratamiento en algunos tipos de neoplasia.



INTRODUCCION

Cancer y neoplasias hematoldgicas
El cancer es un conjunto de enfermedades que se desarrollan a partir de diversos
procesos que incluyen iniciacién, promocién y progresiont (Figura 1). La principal
teoria de la carcinogénesis involucra la acumulacion de defectos genéticos, entre
ellos mutaciones, deleciones, inversiones y duplicaciones, que conllevan a una
desregulacion de la homeostasis celular?. Estos defectos llevan a la activacion de
oncogenes y afectan la funcién de los genes supresores de tumor?, asi como a una
pérdida de control en la sefalizacion celular, provocando un crecimiento celular
continuo, evasion de apoptosis, inestabilidad cromosdémica y finalmente una

transformacion celular?.
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Fig 1. Célula maligna (modificada de Li, et al 2016)

Las células tumorales muestran una expresion genética anormal e inestabilidad
gendmica? que resulta en una alteracion del ciclo celular debido a una falla en los
puntos de control y defectos en los procesos de apoptosis. Estas caracteristicas son
cruciales para el fenotipo maligno, ya que permiten un aumento en la proliferacion

celular, el crecimiento tumoral y su diseminacién metastasica®.



Las neoplasias hematoldgicas representan un tipo de cancer que son clinica,
morfolégica e inmunolégicamente heterogéneas y que engloban mielomas,
leucemias y linfomas. Los mielomas y las leucemias se derivan de los érganos
hematopoyéticos primarios, es decir, la médula ésea y la sangre, respectivamente,
y los linfomas se originan, usualmente, de o6rganos linfaticos como los nddulos

linfaticos, pero pueden ocurrir en casi cualquier tejido®.

En general, el sistema hematopoyético es particularmente sensible a la
desregulacion de la apoptosis debido a que las células hematoldgicas tienen una
alta tasa de renovacion y deben mantener un equilibrio entre la proliferacion y
apoptosis, lo cual es determinante en la generacion de neoplasias hematolégicas,
ya que cambios en las proteinas que regulan dichos procesos pueden llevar a la
transformacion celular y dar lugar al desarrollo de una gran variedad de neoplasias

linfoides®.

Los linfomas se dividen en dos grupos: linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin. El
linfoma no Hodking representa la mayoria de los linfomas y un 4% de todos los tipos
de cancer diagnosticados cada afo, puede presentarse en células B, en células T,

0 en células Natural Killer®.

Linfoma cutaneo de células T
El linfoma cutaneo primario es el segundo mas comun de los linfomas extranodales
de tipo no Hodgkin, con una incidencia anual estimada de 1/100 000 habitantes al
afio en el mundo y ha ido en aumento desde 1990’. El 75% de los casos de linfoma
cutaneo reportado es derivado de células T, aproximadamente, y el resto es

derivado de células B y células Natural Killer®,

En México, el porcentaje de morbilidad hospitalaria en la poblacion menor de 20
afos para tumores de sistema linfatico y tejidos afines es de 5.6 % en hombres y de
5.8% en mujeres; para la poblacion mayor de 20 afios el porcentaje es de 9.2% para
hombres®. Por otra parte, en 2006 se reporté un total de 144 casos de linfoma de

células T periférico y cutaneo, lo que indica que los linfomas cutdneos son una



neoplasia poco comun, como se ha descrito anteriormente, aunque es probable que

haya casos de linfoma cutaneo mal diagnosticados™©.

El linfoma cutdneo de células T (LCCT) comprende un grupo de enfermedades
clinica e histopatolégicamente heterogéneas de tipo linfoproliferativas, que se
caracterizan por una expansion clonal de las linfocitos T hacia la piel'l. Estos
linfomas son mas frecuentes entre los 40 y 60 afios y es mayor la incidencia en
pacientes del sexo masculino que en el femenino'? & Los dos tipos mas comunes

de LCCT son la micosis fungoide y el sindrome de Sézary?*.

El LCCT se restringe a la piel durante las primeras etapas de la enfermedad estan
relacionadas a un pronadstico favorable con una supervivencia del 49% a 100% a 5
afios'®. Por otra parte, la diseminaciéon sistémica de células malignas a otros
organos ocurre sélo en las etapas mas avanzadas y se caracterizan por una baja

tasa de supervivencia a 5 afios que va del 0% al 39%, aproximadamente3 14,

La micosis fungoides, se caracteriza por presentar parches y placas, sobretodo en
areas no expuestas de la piel, que evolucionan a tumores en la piel. También se
puede presentar eritroderma y afectacion a ganglios linfaticos, asi como a otros
érganos internos'?. Las células neoplasicas presentan un nucleo cerebriforme y
marcadores de células T como: CD3+, CD4+, CD45R0O+, CLA+, CCR+; y carecen
de los marcadores: CD8- CD26-*2. Dentro de las caracteristicas histoldgicas de la
enfermedad se encuentran el infiltrado linfocitico a la dermis debido a la existencia
de un epidermotropismo y la formacién de microabscesos de Pautrier, que es una

acumulacioén de clonas de células T alrededor de las células de Langerhans?.

La micosis fungoide se considera como una neoplasia de tipo indolente y de lenta
evolucion y es posible que los sintomas se presenten en un periodo prolongado que
varia de 2 a 10 afios, con erupciones cutdneas espisodicas®; sin embargo,
conforme se desarrolla la enfermedad, puede provocar la muerte debido a la
transformacion de células T, las cuales pierden la predileccion al microambiente de
la piel y se modifican de tal manera que son capaces de expandirse a sangre

periférica, ndédulos linfaticos y a otros érganos?®.



Los pacientes con micosis fungoide en las primeras etapas tienen una alta tasa de
supervivencia de 20 afios 0 mas y muestran una progresion lenta. No obstante, del
25 al 30% de los pacientes la enfermedad evoluciona a etapas avanzadas y estan

asociados a un mal pronéstico! 13,

El sindrome de Sézary es un tipo de LCCT menos comun, ya que representa solo
el 5 % de los casos®®. Es una neoplasia mas agresiva en la cual se presentan
tumores en piel, eritroderma generalizada, linfadenopatia, hiperqueratosis, prurito y
células leucémicas en sangre periférica llamadas células de Sézary. Las células T
tumorales presentan marcadores como: CD3+, CD4+, CD45R0O+, CLA+; y carecen
de los marcadores: CD8-, CD30-12 14,

La expectativa de vida en los pacientes con sindrome de Sézary es menor que en
los pacientes con micosis fungoide. El pronéstico de sobrevida es de 2-4 afios en
promedio. Los pacientes con un mal prondstico tienen un 30% de supervivencia que

va de los 5 afios a partir del diagnéstico0 12 14,

Los pacientes que estan en las primeras etapas de esta enfermedad (parches y
placas) tienen un buen prondstico y el riesgo de progresion dentro de los siguientes
10 afios es de 5-10%. En etapas mas avanzadas, cuando se ve afectado mas del
10% de su superficie corporal, tienen una sobrevida media mayor a 11 afios y la
frecuencia de progresion de la enfermedad es de 20-24%. Cuando se presentan
tumores cutaneos el prondstico empeora con una supervivencia media de 4-6 afios

y una sobrevida de 5 afios entre el 70-80% de los casos reportados®?.

Cuando se presenta eritroderma la supervivencia es del 40% a los 5 aflos y del 20
% a los 10 afios. En los pacientes con afectacion ganglionar y visceral se presenta

una sobrevida menor de 2 afios!?.

El tratamiento del LCCT depende de varios factores, entre los cuales estan el estado
de salud del paciente, la edad, las manifestaciones clinicas que presente y la etapa
de la enfermedad. En las primeras etapas, en las que la enfermedad se limita a
afectaciones en la piel, los tratamientos son topicos, con el objetivo de mejor los

sintomas y evitar tratamientos téxicos®. Por su parte, las terapias sistémicas se

10



utilizan cuando la enfermedad se encuentra en etapas mas avanzadas o0 en

pacientes refractariost 8.

Las terapias dirigidas a la piel incluyen: fototerapia, radiacion, quimioterapia tépica

0 cremas cutaneas con corticosteroides. El tratamiento para pacientes con micosis

fungoide y sindrome de Sézary, en las etapas avanzadas, generalmente comprende

tratamientos como: terapias biolégicas o inmunitarias, tratamientos con inhibidores

de las desacetilasas de histonas, farmacos quimioterapéuticos convencionales o en

combinacién con otros farmacos'®. En la Tabla 1 se muestran las terapias para

LCCT16 17,

Tabla 1. Terapias utilizadas en el linfoma cutaneo de células T

Terapias dirigidas

a piel

Corticosteroides topicos
Quimioterapia  tOpica: mostaza
nitrogenada y carmustina
Retinoides: bexaroteno y tazaroteno
Fototerapia: PUVA, UVB

Radioterapia

Radioterapia con electrones, sola 0 en combinacién con

otras terapias

Terapias

sistémicas

Terapias biolégicas o inmunitarias: Retinoides,
interferones, fotoféresis extracorporal y terapias con
anticuerpos
Quimioterapia: metotrexato, gemcitabina, doxorrubicina,
clorambucil, etoposido
Anticuerpo monoclonal: Alemtuzumab
Inhibidores de histona desacetilasa:

o Vorinostat

o Romidepsina

Fotoféresis

11




e Fototerapia y bexaroteno

e [Fototerapia e interferon

e Fototerapia y fotoféresis

¢ Radioterapia cutanea total con rayo de electrones y
Terapias de fotoféresis

combinacion e Bexaroteno e interferon

e Bexaroteno y denileucina diftitox

e Fotoféresis y bexaroteno

e Fotoféresis e interferén

e Fotoféresis, bexaroteno e interferén

Terapias y e Inhibidores de antifolatos: Pralatrexato
medicamentos ¢ Inhibidores del proteosoma: bortezomib
nuevos ¢ Alotransplante de células troncales

El LCCT se ha asociado con mutaciones, inestabilidad de microsatélites y
reordenamiento cromosémico (duplicacion, delecién, inversién y translocacion)®® 8,
Algunos ejemplos son deleciones en los genes CDKN2A y RB1 involucrados en la
regulacion del ciclo celular; genes relacionados con la reparaciéon del ADN como
son TP53 y ATM; vy, genes involucrados en la regulacién de apoptosis como
TNFDFN10A y FAS?™8,

De igual manera, las células T malignas de los pacientes con LCCT presentan
alteraciones epigenéticas que afectan la funcionalidad celular y la homeostasis>
1819 como la hipermetilacion generalizada de promotores en diversos genes

supresores de tumor que coinciden con modificaciones de histonas?é,

Modificaciones epigenéticas
La epigenética se define como el estudio de las modificaciones heredables que

regulan la expresion genética y que no involucran un cambio en la secuencia de

12



nucledtidos?® 21- Estas modificaciones postraduccionales se dan en la estructura de

ADN o en las proteinas asociadas a él y por lo general son reversibles?°.

Los procesos epigenéticos son de gran importancia al permitir un nivel de plasticidad
celular necesario para el establecimiento de los programas de expresion génica
especificos de cada linaje celular??> durante la diferenciacion celular, el desarrollo
embrionario y para el mantenimiento de la estabilidad genémica?3.

Las modificaciones epigenéticas incluyen: metilacion de ADN, modificacion
postranscripcional de histonas como acetilacion, metilacion, fosforilacion,
deiminacion, ubiquitinacién, sumoilacién, ADP-ribosilacién e isomerizacion de

prolina, y regulacién génica por ARN no codificante (ncCARN)?*.

Los cambios en los patrones epigenéticos repercuten en la regulacién de la
estructura de la cromatina y pueden reclutar proteinas efectoras que influyen en la
expresion génica, la replicacion y reparacion del ADN, asi como en la condensacion
y segregacion de los cromosomas. De esta manera estos cambios conllevan a la

regulacion de la proliferacién, supervivencia, y motilidad celular?.

Dado que estas modificaciones epigenéticas tienen un papel muy importante en la
regulacion de la expresién génica, una alteracion en los patrones epigenéticos
puede conducir a la induccién y mantenimiento de varios tipos de canceres®

incluyendo neoplasias hematolégicas®.

La metilacion del ADN y la acetilacion/desacetilacion de histonas son los
mecanismos epigenéticos mas estudiados y se han encontrado involucrados,
especificamente, en el desarrollo de linfoma debido a alteraciones que propician la
auto renovacion en células malignas, asi como una proliferacion celular

aumentada®®.

Metilacion del ADN
La metilacion del ADN es un proceso epigenético esencial para el control de la
actividad genética durante el desarrollo normal de las células®. EstAd modificacion

juega un papel muy importante en la inactivacién del cromosoma X, la impronta

13



gendmica, la supresion de elementos repetitivos, asi como para la estabilidad

genoémica® &
NH, NH,
Metilacion del
D Y s L
etiitransterasas
—_—
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4= Ge DNMT
'YX

Célula cancerigena: Isla CpG en region promotora esta
hipermetilada, inhibiendo la activacion del gen supresor de
tumor y permitiendo el desarrollo del cancer

Figura 2. Metilacion de ADN (modificada de Mummaneni, et al 2014)

En los humanos, la metilaciébn se lleva a cabo en citosinas en la posiciéon 5,
principalmente en regiones donde existe una gran concentracion de pares de
citosina y guanina enlazados por fosfatos, llamadas dinucleétidos CpGs. Entre estos
sitios se encuentran pequefias secuencias asociadas a genes que, generalmente,
se encuentra sin metilar, las islas CpG?® %7, las cuales se esquematizan en la figura
2. La metilacién de ADN ha asociado a un estado condensado de la cromatinay a
un silenciamiento génico debido a que la adicién de grupos metilo no permite que
los factores de transcripcion interaccionen con el ADN?% 23, Por otra parte la citosina
metilada funciona como factor de reconocimiento para los complejos co-represores

de proteinas de unién a grupos metilo CpG (MBP)?% 23,

Los patrones de metilacion del ADN son coordinados por accion de las enzimas
ADN metiltransferasas (DNMTs) y factores asociados como las proteinas

metiltransferasas de histonas (HMT) en presencia de S-adenosil metionina que sirve

14



como donador de grupos metilo. La familia de las DNMTs en mamiferos incluye tres
miembros activos: DNMT1, DNMT3A y DNMT3B?%. La enzima DNMT1 esta
involucrada en el mantenimiento de los patrones de metilacion que reconoce el ADN
hemimetilado y se encarga de la metilacion en los nucledtidos recién sintetizados
después de la replicacion del ADN?2 23, Por otra parte, DNMT3A y DNMT3B acttan
como metiltransferasas de novo, ya que pueden actuar tanto en cadenas de ADN

hemimetiladas como desmetiladas?? 27,

Recientemente, un estudio identific6 una nueva ADN metiltransferasas de novo, la
DNMT3C, en células germinales murinas. DNMT3C muestra una gran similitud con
la DNMT3B, y especificamente metila retrotransposones; sin embargo, también se
han incluido dos miembros mas la DNMT2 Y DNMT3L. Ademas, DNMT2 no es
actualmente considerada una ADN metilasa, ya que sélo metila pequefios ARNs de
transferencia (tARNs). Por otro lado, se ha reportado que la DNMT3L, es un
importante regulador sin actividad catalitica que se une a DNMT3A y forman un

heterodimero que facilita la metilaciéon de los residuos de citosina?® 29,

La metilacion aberrante del genoma puede conducir a una expresion génica alterada
que resulte en la linfomagénesis®. Generalmente, en células malignas se puede
presentar la hipometilaciéon global®. Por otra parte, la hipermetilacion en las islas
CpG que se encuentra en la region promotora del gen, contribuye al silenciamiento
o inactivacion de dicho gen?! (Figura 2). Tal es el caso de la hipermetilacion en los
sitios promotores de genes supresores de tumor, como P53, RB1, APC, entre otros.
Esto genera la represion de la expresion de ciertas proteinas como p21, pl16, Bcl2
implicadas en la regulacion de la apoptosis e inhibicibn de crecimiento lo que

proporciona una ventaja para la supervivencia de las células maligna2> 2.

Un ejemplo es la hipermetilacion de ADN en el gen IDH2 que contribuye a la
leucemia mieloide aguda. Asi mismo, la hipermetilacion de genes supresores de
tumor como WT1 RARR, KLF4, ID4, GATA3, CHD5 y SPI1 se presenta en diferentes
tipos de canceres como en el linfoma de células B, linfoma folicular, linfoma de
Burkitt, asi como en algunos tipos de leucemia, lo cual sugiere que estas

alteraciones epigenéticas pueden presentarse en neoplasias hematolégicas®.
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Acetilacion/desacetilacion de histonas
Las histonas son proteinas de bajo peso molecular, aproximadamente 11-12 Kd y
contienen un 20%, de lisinas y argininas. Estos aminoacidos con cargas positivas
en las cadenas laterales de las histonas se unen a los grupos fosfato del ADN
(cargados negativamente).

Las histonas forman un octamero llamado nucleosoma, que contiene 2 copias de
las histonas H3, H4, H2A y H2B, en donde se enrolla el ADN de doble cadena3!. El
ensamblaje del nucleosoma se completa con la adicidon de la histona de union H1.

Estos complejos tienen como funcién compactar el ADN y dan lugar a la cromatinas°,

Las histonas sufren modificaciones post traduccionales, que regulan la expresion
génica, como: metilacion, acetilacion, fosforilacién, ADP-ribosilacion, ubiquitinacion
y sumoilacion3® 32, Esto resulta en una modificacion dindmica de la cromatina
dependiente del contexto celular. Las modificaciones provocan cambios en la
interaccidon entre las histonas y el ADN, asi como el reclutamiento de moléculas
efectoras esenciales en procesos como transcripcion, replicacion y reparacion del

ADN, ademas de mantener la estructura y estabilidad de la cromatina 23 31,

La acetilacibn de histonas es una de las modificaciones epigenéticas mas
estudiadas (representada en la figura 3). Es un proceso reversible catalizado por las
enzimas acetilasas de histonas (HAT)3!, las cuales transfieren un grupo acetilo del
co-factor CoA al residuo de lisina en la cadena de histonas, neutralizando la carga
positiva, lo que debilita la interaccion electrostatica entre las histonas y el ADN?3.
Esto trae como consecuencia una cromatina mas laxa que permite el acceso a las

proteinas de la maquinaria de transcripcién?3,

Las desacetilasas de histonas (HDACs) son enzimas que revierten la acetilacion de
los residuos de lisina, favoreciendo la compactacién de la cromatina al restablecer

las cargas positivas de las histonas??® 32
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Modificacion de
Histonas

Acetilacion (Ac) C;I Q“"Q Cé % \ §
Metilacion (Me) N}b— N)}-—
Fosforilacion (P)

Ac

(Ac]

Célula normal: Histonas acetiladas en cromatina abierta. Genes activados que
conducen a la transcripcion génica

= == INhibidores
= de HDAC

Célula cancerigena: histonas desacetiladas en cromatina cerrada. Genes inactivados que
impiden la transcripcion génica

Figura 3. Acetilacion de histonas (modificada de Mummaneni, et al 2014)

Las enzimas HDACs se subdividen en Clases dependiendo de la homologia de su
secuencia como se muestra en la Tabla 2% 33 Las HDACs de la Clase I, Il y IV

emplean un mecanismo catalitico dependiente del zinc como cofactor y las de Clase

Il requieren de NAD+29,

Tabla 2. Clases de HDACs

_ Localizacion o
Tipo HDACs Respuesta biologica
celular

ciclo celular

HDAC1, HDAC?2,
Clase | Nucleo diferenciacion celular

HDAC3, HDACS8 _
desarrollo tisular

HDAC4, HDACS,
Clase I HDACG6, HDACY7,
HDAC9, HDAC10

Entre el nucleo y diferenciacion celular

el citoplasma desarrollo tisular
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regulacion negativa de
Clase IV HDAC11 Nucleo la interleucina 10

regulacion de neutrdfilos

Recientemente, diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de buscar
el papel que juegan las HDACs en los tumores hematoldgicos® 2% 23 Los estudios
demuestran la sobreexpresion y sobreactivacion de HDACs de forma frecuente. Un
estudio demostro la sobreexpresion de HDAC1, HDAC2 y HDAC3 en linfoma de
Hodgkin (HL), y también observaron que una disminucion en la expresion de HDAC1
estd relacionada con un mal pronéstico en HL?4. Por otro lado, en leucemia
linfoblastica aguda (ALL) se observd la expresion de HDAC1-11 en estadios

tempranos, asi como también la sobre-expresion de HDAC1, HDAC2 y HDAC8%*
32

Otro estudio sefal6é que la sobre-expresion de HDAC4 se asocia con un aumento
en los niveles de células T, lo que predispone a un mal prondstico. Estos resultados
demuestran que HDAC4 podria actuar como un blanco terapéutico en pacientes con
leucemia mieloide aguda (AML). Por otro lado, también se observd que HDACL,
HDAC?2 y HDACSG se encuentran sobre-expresadas en linfoma difuso de células T y
linfoma periférico de células T. Con base en estos estudios, HDAC6 podria ser un
importante marcador prondstico asociado con un favorable resultado en linfoma

difuso de células T, no asi para el linfoma periférico de células T32.

Se ha demostrado que HDAC1 desempeiia dos papeles en la regulacion de la
leucemia promielocitica aguda: como oncosupresor en las primeras etapas y
oncogénico en células tumorales establecidas. Se ha observado que la reduccion
de HDAC1 aceleran dramaticamente la leucemogénesis en ratones preleucémicos
transgénicos mediante la inhibicién de la actividad de PML-RAR, una oncoproteina
gue bloquea la diferenciacion celular e incrementa la inestabilidad genémica. Por el
contrario, células de leucemia que expresan la oncoproteina PML-RAR en ratones
knock-down para HDAC1 prolongan su tiempo de supervivencia, lo que sugiere que

HDACL1 tiene actividad oncogénica, en células tumorales establecidas3*.
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Es por ello que las enzimas HDACSs podrian considerarse blancos importantes en el
estudio del céancer, ya que alteraciones en los patrones de acetilacion y

desacetilacion de histonas puede contribuir a la linfomagénesis®.

Terapia epigenética en cancer
En particular, los blancos epigenéticos en el tratamiento del cancer se han enfocado
a inhibir las ADN-metiltransferasas y a las desacetilasas de histonas. La azacitidina,
la decitabina, el vorinostat y el romidepsin han sido aprobados por la FDA para el
tratamiento del sindrome mielodisplasico y el linfoma cutdneo de células T
respectivamente. Por otro lado, las modificaciones epigenéticas han demostrado su
valor potencial como biomarcadores en deteccidn temprana, prondstico y prediccion
en algunos canceres?. La terapia epigenética se ha basado principalmente en
revertir las modificaciones epigenéticas a través del uso de farmacos inhibidores de
enzimas DNMTs y HDACSs, y reestablecer la expresidn de genes supresores de
tumor silenciados en células tumorales, lo que resulta en la activacion de proteinas

que regulan el ciclo celular, crecimiento celular y apoptosis? 23,

El vorinostat es un farmaco con actividad inhibidora de HDACs que ha sido
aprobado por la FDA para el tratamiento de LCCT en pacientes con enfermedad
progresiva, persistente o recurrente y en los cuales las terapias sistémicas no han
sido exitosas. Interesantemente, en etapas avanzadas ha presentado una tasa de
respuesta del 25%-30%32* 2,

La terapia epigenética ha demostrado tener efectos antitumorales importantes en el
LCCT tanto in vitro como in vivo®® probablemente, debido a que las células T
malignas presentan alteraciones epigenéticas como la hipermetilacion generalizada
de promotores en genes supresores de tumor como : pl15, pl6, p73, relacionados
con el control del ciclo celular; SHP, un regulador transcripcional; TMS1 y el receptor
de Fas, relacionado con sefales de apoptosis; STAT3, involucrado en crecimiento
celular y apoptosis; MGMT, MLHL1 relacionado con la reparacion del ADN; y CHFR,
involucrado con inestabilidad cromosémica?®. Asi mismo se presentan alteraciones

en las modificaciones de histonas e inestabilidad cromosdémica?°.
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Inhibidores de las DNMTs
Diversos estudios han demostrado que los inhibidores de las DNMTs (iDNMTSs)
tienen un efecto antitumoral y son capaces de revertir la metilacibn anormal del ADN
afectando secundariamente la modificacion de histonas y re-estableciendo la
expresion normal de genes silenciados como p16 y MLH1 y, eventualmente, reducir
el crecimiento y la proliferacion celular en lineas celulares de cancer de mama y de

pulmoén® 22,

Los iIDNMTs se clasifican principalmente en dos tipos: analogos de nucledsidos y

no analogos de nucleésidos?®.

Los iIDNMTs analogos de nucledsidos son compuestos que fueron sintetizados
primero como agentes citotoxicos, tienen un anillo de citosina modificado lo que les
confiere su actividad hipometilante. EI mecanismo de accion de estos compuestos
esta dado por su incorporacion al ADN durante su replicacion en la fase S del ciclo
celular. Una vez en el ADN es capaz de unirse covalentemente con la enzima DNMT
en los residuos de citosina, evitando su correcto funcionamiento. Esto resulta en la
degradacion de las enzimas DNMT y por lo tanto una disminucion en los niveles de

metilacion3®: 36,

La 5-azacitidina, decitabina y zebularine son algunos ejemplos de iDNMTs3> 36,
Estos compuestos son facilmente hidrolizadas en soluciones acuosas y sufren
deaminacién por la citidina desaminasa, lo cual les confiere una inestabilidad

quimica que dificulta su aplicacion clinica3.

El otro grupo de inhibidores de DNMTs son los no analogos de nucleosidos, los
cuales no requieren de su incorporaciéon al ADN por lo qgue son menos citotoxicos.
Estos compuestos pueden inhibir la metilacion por union directa al sitio catalitico de
la DNMT?’. Entre ellos se incluye a la hidralazina, RG108, MG98, procaina y sus

derivados3®: 36,
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Hidralazina
La hidralazina es un agente vasodilatador utilizado como hipertensivo, que tiene
accion como inhibidor de las DNMTs. Su accion se debe a que bloquea la actividad
de las enzimas por medio de la interaccién de sus grupos nitrégeno con los residuos
de Lisina-162 y la Arginina-240 del sitio activo de las DNMTs®¢, generando una
reactivacion transcripcional de genes supresores de tumores silenciados por

hipermetilacion® (Figura 4).

Aunque este compuesto tiene una actividad hipometilante bastante limitada en
células vivas, se ha demostrado que reduce los niveles de DNMT1y DNMT3y que
es capaz de inhibir el crecimiento de varias lineas celulares malignas y revertir la

resistencia a quimioterapia®.

Hidralazina

Figura 4. Hidralazina (modificada de Singh et al, 2013)

Por otra parte, la hidralazina, muestra una citotoxicidad baja en comparacion con
otros inhibidores de DNMT ya que no se incorpora al ADN36; sin embargo, su uso

prolongado conlleva el riesgo a desarrollar lupus inducida por medicamentos®,

Decitabina (5-aza-2'-deoxicitidina)
La decitabina es otro farmaco inhibidor de las enzimas DNMT, en especifico inhibe
las enzimas DNMT1, DNMT3A Y DNMT3B, por lo tanto, se utiliza de igual manera
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como terapia epigenética. En la actualidad, ha sido aprobado para su uso en el
tratamiento de sindrome mielodisplasico, leucemia mieloide aguda y leucemia

linfocitica crénica® 2°.

0
HO (0] &— N
/\E)— N \>— NH,
HO" \=N

Decitabina

Figura 5. Decitabina (modificado de Ganesan et al, 2009)

Este farmaco contiene como base una desoxirribosa (figura 5), por lo que actla

como un agente analogo de nucledsido lo cual le confiere cierta citoxicidad=®.

Se ha encontrado que la terapia con decitabina a bajas concentraciones es capaz
de inducir arresto del ciclo celular, diferenciacion celular y apoptosis, al revertir el
silenciamiento de genes supresores de tumor como CDK1, p15INK4B, entre otros.
Asimismo, induce diferenciacion en las células leucémicas y de otras células tipo
stem en otros tipos de cancer sin efectos adversos en células normales de médula

6sea humana?b.

Por otro lado, se ha observado que el tratamiento con decitabina en altas dosis
provoca efectos citotoxicos importantes ya que es capaz de inhibir la sintesis de
ADN, y entre los efectos secundarios que provoca estan: toxicidad en la médula

6sea, mielosupresion, nauseas, vomito y diarreas®,

Inhibidores de HDACs
Los inhibidores de HDACs (iIHDACs) muestran una actividad antiproliferativa en una

variedad de células transformadas, especialmente en células hematolégicas®®.
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Los iIHDACSs son capaces de generar un estado de la cromatina descondensado y
de restaurar la transcripcion génica de genes supresores de tumores como P53,
MLH1 y BRCA22 20, al favorecer la entrada de los factores de transcripcién a los
sitios activos del ADN?! lo que resulta en una inhibicion de la proliferacién celular en

una variedad de células tumorales?*°.

Por otro lado, se ha demostrado que los IHDACs también induce apoptosis a través
del aumento en la expresion de proteinas proapoptoéticas y antiproliferativas como
DR5, TNF, p2l1, p27 y reduce la expresion de proteinas antiapoptoticas y
promotoras del crecimiento como CDK2, CDK4, ciclina D1, ciclina D2, lo cual

resulta en la muerte de las células tumorales?3. 25 41,

También se ha observado que los iIHDACs son capaces de regular la acetilacion de
proteinas no histonas como p53, HiF-lalpha, pRb, STAT-3, involucradas en el

crecimiento y la supervivencia celular®!.

Otro estudio demostré que el tratamiento con iIHDACs aumenta la sensibilidad de

células tumorales a agentes citotdxicos in vitro como quimioterapia y radioterapia®?.

Actualmente estan siendo evaluados iIHDACs como el vorinostat, el valproato de
magnesio, benzamidas, romidepsina, berinostat, panobinostat, etinostat, tricostatin
Ay butirato de sodio, principalmente® 41,

Valproato de magnesio
El &cido valpréico, representado en la figura 6, es un agente empleado como
anticonvulsivo debido a que afecta la funcion del neurotransmisor GABA al potenciar
su actividad inhibitoria®>. Este farmaco es estable a temperatura ambiente y es
altamente soluble en solventes organicos. En soluciones acuosas, el acido valproico
existe en forma de sal ya sea como valproato de magnesio o de sodio, y de esta

manera puede distribuirse al organismo y a las células mas facilmente?.
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Acido valpréico

Figura 6. Acido valproico (modificado de Ganesan et al, 2009)

El valproato de magnesio ha demostrado tener una funcion como inhibidor de las
enzimas HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDACS8, de manera directa, y muy potente en
diversos modelos in vitro e in vivo afectando la expresion de genes supresores de
tumor? 25, Lo que resulta en un efecto antitumoral eficiente por medio de la
modulacibn de mudltiples vias como arresto del ciclo celular, apoptosis,
angiogénesis, metastasis, diferenciacion y senescencia. Sin embargo, estos efectos
parecen ser especificos del tipo celular y dependientes de las alteraciones genéticas

que presenten*?,

Los resultados mas sobresalientes del valproato de magnesio como agente
antitumoral se han observado principalmente, en enfermedades hematoldgicas, por
lo que se ha utilizado en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda y del sindrome
mielodisplasico con buenos resultados?.

Generalmente, es un farmaco bien tolerado, sin embargo, puede provocar efectos
adversos como: mareo, efecto sedante, temblores toxicidad gastrointestinal, falla

hepatica, teratogenicidad, mielosupresion y fatiga? 2.

Vorinostat (SAHA)
El vorinostat o acido suberoilanilido hidroxamico (SAHA por sus siglas en inglés)
(figura 7) es un farmaco inhibidor de mudltiples clases de enzimas HDACSs.
Principalmente, inhibe la actividad de las enzimas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 al

unirse al sitio activo de las enzimas y quelar el zinc localizado en su sitio activo.
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Asimismo, se ha demostrado que inhibe las enzimas HDACs selectivamente de

células malignas en comparacién con células sanas?.

Diversos estudios han demostrado que el tratamiento induce la reexpresion de
genes importantes en el control del ciclo celular como p21 induciendo arresto celular

y bloqueo de la proliferacién celular in vitro, en especial en células linfoides?.

ZT

OH

L

Vorinostat

Figura 7. Vorinostat (modificado de Ganesan et al, 2009)

También se ha observado que el tratamiento con vorinostat induce la
hiperacetilacién de otras proteinas no histonas como p53, hsp90, a-tubulina y
promover la apoptosis en varias lineas celulares humanas de cancer por medio de
la via intrinseca al inducir el rompimiento de Bid* 4°. El vorinostat fue uno de los
primeros iIHDACs aprobado para su uso en el linfoma cutaneo de células T, sin
embargo, puede provocar algunos efectos secundarios como: diarrea, fatiga,

nauseas, trombocitopenia, anorexia, entre otros?.
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ANTECEDENTES
El uso de los inhibidores de HDACs y DNMTs ha demostrado ser efectivo como
terapia epigenética antitumoral debido a que la combinacion de ambos inhibidores
favorece una cromatina mas abierta y activa transcripcionalmente para los genes
supresores de tumor®, por lo que se ha sugerido que podria existir un efecto
sinérgico entre ellos*'. De hecho, la aplicacion clinica de la combinacién de ambos
agentes presenta beneficios en comparacion con la monoterapia en el tratamiento

contra el cancer2s,

Algunos de los beneficios de la combinacion de los inhibidores de HDACs y DNMTs
en el tratamiento contra el cancer son los siguientes: aumento en apoptosis de las
lineas celulares malignas, induccién de diferenciacion celular, aumento en la

expresion de genes especificos, como p21 y los genes pre-caspasa 3 y 8°.

Dicho lo anterior, se ha encontrado evidencia de que la terapia epigenética reduce
la quimioresistencia a los farmacos antitumorales clasicos e incluso podria tener

una interaccioén sinérgica con la quimioterapia convencional®®.

Interesantemente, estudios in vitro han demostrado que la combinacién con
hidralazina y valproato de magnesio tiene un efecto sobre la reactivacion de genes
de manera global al disminuir la metilacion global del ADN y la actividad de
HDACs*2 43,

Por otra parte, otro estudio demostré que el tratamiento con la combinacion
decitabina y acido valpréico disminuye la metilacion global del ADN e incrementa la
acetilacion de histonas en pacientes con leucemia mieloide aguda y sindrome
mielodisplasico. Segun el estudio, se demostr6 que el tratamiento era seguro y con

una actividad clinica significativa**.

Ademas, se observo que la combinacion con decitabina y vorinostat tiene un efecto
significativo en la inhibicion del crecimiento celular en una linea celular de cancer

de pulmén después del pre-tratamiento con decitabina®.
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Con respecto a la terapia epigenética de la combinacion de hidralazina con
valproato de magnesio, un estudio reciente reporté que el tratamiento fue capaz de
revertir la resistencia a quimioterapia en pacientes refractarios con tumores solidos
independientemente del tipo de tumor?t. Igualmente, un estudio demostré un
incremento en la citotoxicidad de gemcitabina, cisplatino y adriamicina en células
tumorales al emplear la terapia combinada de hidralazina y valproato de magnesio.
Asi mismo, se reportd un efecto antitumoral con adriamicina en un modelo

xenogénico después del tratamiento con hidralazina y valproato*2.

Otro estudio expuso un caso clinico de micosis fungoide donde se observo que el
tratamiento con hidralazina y valproato de magnesio resulté en una respuesta
terapéutica mas rapida en comparaciéon con el tratamiento solo con vorinostat (de
3.6 a 21.9 semanas). Lo que sugiere que la adicion de un iIHDACs e iDNMTs a la
terapia convencional podria ser ventajoso porque facilita la reactivacion de genes

supresores de tumor silenciados por mecanismos epigenéticos*3.

JUSTIFICACION
El tratamiento con un agente desmetilante del ADN como la decitabina, y un
inhibidor de desacetilasas de histonas como vorinostat, ha demostrado tener un
efecto antitumoral en linfoma cutdneo de células T, leucemia mieloide aguda,

sindrome mielodisplasico y cancer de pulmon.

Por otra parte, la hidralazina y el valproato de magnesio son farmacos ampliamente
usados en enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas que recientemente, han
demostrado efectos antineoplasicos cuando son usadas en combinacién.
Interesantemente, también demostraron la capacidad de inducir la reexpresion de
algunos genes supresores de tumor principalmente, en células de cancer de mama

y colon®,

Por lo que el uso de hidralazina, un agente desmetilante del ADN en combinacion
con valproato de magnesio, un iHDACS, podria tener un efecto antitumoral en un

modelo de linfoma cutaneo de células T, debido a que la combinacion de estos
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agentes como antineoplasicos ha sido ampliamente descrita en otros tipos de

cancer.

HIPOTESIS
La combinacion de hidralazina y valproato de magnesio tiene un efecto citotoxico
en una linea celular de linfoma cutaneo de células T y muestran mayor sinergia en

comparacion a decitabina y vorinostat.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto citotdxico del tratamiento con hidralazina y valproato en una
linea tumoral de linfoma cutédneo de células T y compararlo con el tratamiento con

vorinostat y decitabina.

Objetivos Particulares

1. Evaluar el efecto individual de hidralazina, valproato, vorinostat y decitabina sobre

la viabilidad de la linea de linfoma cutaneo de células T.

2. Determinar la Cl2os0 de los farmacos hidralazina, valproato de magnesio,

vorinostat y decitabina en la linea de linfoma cutaneo de células T.

3. Analizar el efecto y la interaccion farmacoldgica de la combinacion hidralazina
con valproato versus vorinostat con decitabina en la linea de linfoma cutaneo de

células T.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares y cultivo celular
Se empled la linea celular HUT 78, adquirida de American Type Culture Colection,
la cual proviene de los linfocitos T cutaneos obtenidos de un paciente con Sindrome
de Sézary. Esta linea celular crece en suspension y se cultiva en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml penicilina, 100 mg/ml
estreptomicina y 2.5 mg/ml anfotericina B. Las células se mantuvieron en una

atmosfera hiumeda con 5% de CO:2 y a una temperatura de 37°C.

Determinacion de la viabilidad celular
Se realizaron las curvas de viabilidad celular en cajas de 12 pozos en donde se
sembraron 5x10% células HUT 78 en 1 mL de medio, a las 24 h se inici6 el tratamiento
durante 72 h, ya sea con hidralazina, (Sigma, St. Louis, MO, USA), valproato de
magnesio (Psicofarma, México), vorinostat (Sigma, St. Louis, MO, USA), o
decitabina (Sigma, St. Louis, MO, USA) a dosis graduales, cambiando el medio con
farmaco cada 24 h. Para ello se recolect6 el contenido de cada pozo y se centrifugd
a 120 g por 5 min, se decant6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en
medio fresco con farmaco. Los farmacos se disolvieron en agua, a excepcion del
vorinostat que fue disuelto en etanol absoluto. Al finalizar los tratamientos se
recolectaron las células en 1 mL de medio fresco para evaluar la viabilidad celular
con el colorante de exclusion azul de tripano al 0.4%, empleando una mezcla
isovolumétrica de azul de tripano y suspension celular. Las mediciones se realizaron

en un contador automatico T10 Automated Cell Counter (145-010), BioRad.

El efecto en la viabilidad celular se expres6 como curvas de dosis-respuesta a
diferentes concentraciones para cada droga utilizando el software SigmaPlot 10.0.
Se calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento y los valores de Clzo — Clso
(concentracion inhibitoria de cada farmaco para alcanzar el 20-50% de inhibicion

del crecimiento).
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Analisis de la combinaciéon de farmacos.
Para el analisis de la interaccién farmacolégica las células fueron tratadas con
hidralazina en diferentes dosis (Clzo, Clso, Clao, Clso) en combinacion con dosis
crecientes de valproato de magnesio (Clzo, Clso, Clao, Clso). Por otra parte, se
realizaron tratamientos con vorinostat y decitabina con las dosis correspondientes
(Clz20, Clso, Clao, Clso). Se realizaron curvas de viabilidad con las combinaciones
resultantes para hidralazina y valproato (HV Clzo, HV Clso, HV Clao, HV Clso0) y para
vorinostat y decitabina (VD Clzo, VD Clso, VD Clao, VD Clso). Las células se colocaron
en placas de 12 pozos con una concentracién de 5x10* células/pozo con 1 mL de
medio completo y fueron tratadas durante 72 h con las diferentes combinaciones de
hidralazina con valproato y vorinostat con decitabina. Posteriormente, se
recuperaros los pellets en 1 mL de medio fresco para evaluar la viabilidad celular

por medio del colorante de exclusién azul de tripano.

Evaluacion de sinergismo.
Con las curvas de viabilidad obtenidas con las diferentes combinaciones de
hidralazina con valproato y vorinostat con decitabina se determind el “Indice de
Combinaciéon” (IC) mediante la formula matemética de Chou y Talalay con ayuda

del software SigmaPIot

La IC es una representacion de la interaccion farmacolégica utilizando la siguiente

ecuacion:
ICx=(D1/Dx1)+(D2/Dx2)+a(D1*D2)/(Dx1*Dx2).

Donde ICx representa el valor de IC, Dx1 y Dx2 representan las dosis de los
farmacos hidralazina y valproato de magnesio requeridas de manera individual para
ejercer un efecto en la viabilidad celular, D1 y D2 representan las dosis de
hidralazina y valproato de magnesio que inducen el mismo efecto sobre la viabilidad
celular en combinacion. La variable “a” indica el tipo de interaccion entre los
farmacos: cuando a=0, los farmacos tienen el mismo mecanismo de accion, cuando

a=1 los farmacos tienen un mecanismo de accion diferente. En este caso se utilizo
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la variable a=1. Cuando IC=1 el efecto es aditivo, cuando el IC <1 es sinergismo y

cuando el IC >1 es antagonismo.

Analisis estadistico
Los experimentos fueron realizados por triplicado y los resultados se expresan como
el promedio *+ SD. El nivel de significancia estadistica se evalu6 mediante analisis

de ANOVA con la correccion Tukey.
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RESULTADOS

Efecto del tratamiento con hidralazina, valproato de magnesio,
decitabinay vorinostat sobre la viabilidad de las células Hut78 de
linfoma cutaneo de células T.

Las células fueron tratadas por 72 h con cada uno de los farmacos, realizando
cambio de medio con farmaco diariamente para determinar el efecto de los farmacos
hidralazina, valproato de magnesio, decitabina y vorinostat sobre la viabilidad de las

células HUT 78 mediante el colorante de exclusién azul de tripano.

Como se puede observar en la figura 8, la viabilidad de las células Hut 78, de linfoma
cutaneo de células T disminuye con del tratamiento de hidralazina de manera dosis

dependiente, con respecto a las células sin tratamiento, de manera significativa.
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Figura 8. Efecto en la viabilidad celular en la linea celular HuT 78 tratada con hidralazina.
Las células HuT 78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de hidralazina (2.5, 5, 10, 20, 30 y 40 uM) e
incubadas en placas de 12 pozos por 72 h, realizando cambio de medio con farmaco cada 24 horas ***p<0.001,

A continuacion, se determino el efecto del valproato de magnesio sobre la viabilidad
de las células HUT 78 de linfoma cutaneo de células T (figura 9). Como resultado de

la exposicién al farmaco, se muestra una disminucion en la viabilidad celular a partir
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de la dosis mas baja de 0.125 mM con diferencias significativas al con respecto al

control.
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Figura 9. Efecto en la viabilidad celular en la linea celular HuT 78 tratada con valproato de magnesio. Las
células HUT 78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de valproato de magnesio (0.125, 0.25, 0.5, 1,
2,y 3 mM) e incubadas en placas de 12 pozos por 72 h, realizando cambio de medio con farmaco cada 24
horas. ***p<0.001.

Posteriormente, se analiz6 el efecto del tratamiento con decitabina, otro agente
desmetilante, en células HUT 78 de linfoma cutaneo de células T. Los resultados
demostraron una disminucion significativa de la viabilidad celular de manera dosis
dependiente y en forma significativa a partir de la segunda dosis que fue de 0.25
UM (figura 10).
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Figura 10. Efecto en la viabilidad celular en la linea celular HuT 78 tratada con decitabina.
Las células HuT 78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de decitabina (0.25, 0.5, 0.75, 1 uM) e

incubadas en placas de 12 pozos por 72 h, realizando cambio de medio con farmaco cada 24 horas. ***p<0.001.

Finalmente, se investigo el efecto de vorinostat en las células HuT 78 de linfoma
cutaneo de células T. Los resultados demostraron una disminucién significativa de
la viabilidad de las células tratadas a partir de 0.75 UM con respecto a las no tratadas
(Figura 11).
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Figura 11. Efecto en laviabilidad celular en la linea celular HUT 78 tratada con vorinostat. Las células HUT
78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de vorinostat (0, 0.5, 1, 1.5 y 2 uM) e incubadas en placas
de 12 pozos por 72 h, realizando cambio de medio con farmaco cada 24 horas. ***p<0.001.

A partir de las curvas dosis respuesta que se obtuvieron con la exposicién de las
células HUT 78 a los farmacos hidralazina, valproato, decitabina y vorinostat se
determind la Clzo, Clso, Clao, Clso para cada uno de los tratamientos, como se
muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la determinacion de Clz, Clao, Clao, Clsp de hidralazina, valproato de

magnesio, decitabina y vorinostat con ayuda del software SigmaPlot.

Farmaco Clyo (UM) Clso (UM) Clao (UM) Clso (LM)
Hidralazina 1.7 6.2 14.97 29.95
Valproato de
_ 140 220 330 450
magnesio
Decitabina 0.3 0.34 0.39 0.49
Vorinostat 0.52 0.83 1.16 1.48
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Efecto del tratamiento con la combinacion hidralazina y valproato de
magnesio sobre la viabilidad de las células Hut 78 de linfoma cutaneo
de células T.

Una vez determinado el efecto de cada farmaco sobre la viabilidad de las células
HuT 78, se continud a investigar el resultado que podria tener la combinacién de
hidralazina y valproato de magnesio, de igual manera, sobre la viabilidad celular de
dichas células, con diferentes concentraciones manteniendo una proporcion
constante entre ambos farmacos. Como se muestra en la figura 12, el tratamiento
con la combinacién de hidralazina y valproato de magnesio induce una reduccién
en la viabilidad celular con respecto al control a partir de la combinacién de la Clzo,

de cada farmaco, de manera significativa.
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Figura 12. Efecto en la viabilidad celular en la linea celular HuT 78 tratada con la combinacion de
hidralazina y valproato de magnesio. Las células HuT 78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de
hidralazina y valproato de magnesio (Clzo, Clso, Clao, Clso) € incubadas en cajas de 12 pozos por 72 h, realizando

cambio de medio con farmaco cada 24 h. ***p<0.001
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Figura 13. Cultivo celular de lalinea celular HuT 78 tratada con la combinacion de hidralazina y valproato
de magnesio. Las células HuT 78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de hidralazina y valproato de
magnesio (Clzo, Clso, Clso, Clso) e incubadas por 24, 48 y 72 h, realizando cambio de medio con farmaco cada
24 h.

En la figura 13 se puede apreciar de manera visual la reduccion en la viabilidad de
las células HUT 78 con el tratamiento de la combinacion de hidralazina con valproato

de magnesio en diferentes concentraciones.

A continuacion, se analizé el tipo de interaccién farmacolégica utilizando el software
SigmaPlot. La figura 14 muestra el indice de combinacién (IC) obtenido con los
datos de la curva dosis-respuesta para cada una de las combinaciones
anteriormente mencionadas, Cuando los valores de IC son mayores a 1 indican
antagonismo, cuando son menores a 1 indican sinergismo y los valores de IC
iguales a 1 indican un efecto aditivo. Por su parte, la combinacion de hidralazina y
valproato a una ICao e ICso demuestran una interaccion de tipo sinérgica, al contrario

de las IC20 e IC30 que reflejan una interaccion antagonica.
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Figura 14. Indice de combinacion de hidralazina y valproato de magnesio en las células HuT 78. Los
valores de IC mayores a 1 indican antagonismo, los valores de IC menores a 1 indican sinergismo y los valores
de IC iguales a 1 indican un efecto aditivo. Fraccion afectada indica la inhibicion fraccional de la viabilidad para

cada combinacion.

Como se muestra en la Tabla 4 los resultados demostraron que el tipo de interaccion
para la combinacion de hidralazina y valproato de magnesio a bajas dosis fue de
tipo antagonista debido a que los valores obtenidos fueron mayores a 1. No
obstante, para las concentraciones mas altas de los farmacos el valor del IC fue

menor a 1, lo que indica una interaccion sinérgica.

Tabla 4. Resultados del andlisis farmacolégico de la combinacion de hidralazina y valproato de
magnesio con ayuda del software SigmaPlot (HV= Hidralazina y valproato de magnesio)

Combinacion Fraccion afectada (Fa) | indice de combinacion (IC)
HV CI20 0.146746 3.408
HV CI30 0.241617 3.329
HV Cl40 0.531805 0.999
HV CI50 0.726923 0.548
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Para continuar con la investigacion de los efectos sobre viabilidad de las células
HuT 78 con la terapia combinatoria de un agente desmetilante del ADN y un farmaco
para la desacetilacion de histonas, se realizo la exposicion de dichas células a la
combinacion de decitabina y vorinostat, en relacion a sus concentraciones
inhibitorias Clzo, Clso, Clao Y Clso, como se realizd previamente para la hidralazina y

valproato de magnesio. A continuacion, se presentan los resultados en la figura 15.
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Figura 15. Efecto del tratamiento con la combinacion de decitabina y vorinostat en las células HUT 78
durante 72 h. Las células HuUT 78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de decitabina y vorinostat
(Clzo, Clzo, Clao, Clso) e incubadas en cajas de 12 pozos por 72 h, realizando cambio de medio con farmaco
cada 24 h. ***p<0.001

En la figura 16 se puede apreciar de manera visual la reduccion en la viabilidad de
las células HUT 78 con el tratamiento de la combinacion de decitabina y vorinostat

en diferentes concentraciones.
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Figura 16. Cultivo celular de la linea celular HUT 78 tratadas con la combinacién de decitabina y
vorinostat durante 72 h. Las células HuT 78 fueron tratadas con diferentes concentraciones de decitabina y
vorinostat (Clzo, Clso, Clso, Clso) € incubadas por 72 h, realizando cambio de medio con farmaco cada 24 h.
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Figura 17. Indice de combinacién de decitabina y vorinostat en las células HUT 78. (Clzo, Clso, Clao, Clso)
e incubadas en cajas de 12 pozos por 72 h, realizando cambio de medio con farmaco cada 24 horas.
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Tabla 5. Resultados del analisis farmacolégico de la combinacion de decitabina y vorinostat de

magnesio con ayuda del software SigmaPlot (VD= Vorinostat y decitabina).

Combinacién Fraccion afectada (Fa) | indice de combinacion (Cl)
VD IC20 0.507458 0.957
VD IC30 0.525263 1.192
VD IC40 0.671353 1.074
VD IC50 0.76435 1.069

Asi mismo se realiz6 el analisis de la interaccion farmacolégica entre la decitabina
y el vorinostat, encontrandose un efecto antagonista para las combinaciones del
IC30, IC40 € ICs0, Solamente para la combinacion del IC2o se encontré una interaccion
de tipo sinérgica marginal como se demuestra en la figura 17. En la tabla 6 se

presentan los resultados de indice de combinacion de manera numérica.

DISCUSION
Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los farmacos hidralazina,
valproato de magnesio, decitabina, y vorinostat tienen un efecto inhibitorio sobre la
viabilidad de las células HuUT 78 de linfoma cutaneo de células T de manera dosis
dependiente. Estos resultados concuerdan con un reporte previo en el que se
demuestra el efecto del vorinostat en la induccién de apoptosis de las células HUT
78, asi como la modulacion de la expresion de proteinas involucradas en dicho

proceso como: p21, bax, Stat6 y caspasa3*’.

Por otra parte, se observd que el efecto del vorinostat para inhibir la sobre la
viabilidad celular fue mayor en comparacion con el tratamiento con valproato de
magnesio aun cuando ambos farmacos tienen un mecanismo de accion similar, al
inhibir las enzimas HDAC1, HDAC2 y HDAC3".
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Con base en las Clso, de cada farmaco podriamos inferir que las células HuT 78
fueron mucho mas sensibles al tratamiento con decitabina, un inhibidor de las
enzimas catalizadoras de la metilacion del DNA, que con el tratamiento con
hidralazina, vorinostat y valproato de magnesio. Nuestros resultados concuerdan
con reportes en donde se ha demostrado que la decitabina es uno de los farmacos
mas eficientes para el tratamiento del sindrome mielodisplasico y para algunos tipos

de canceres hematoldgicos® 2°.

Segun el estudio de los efectos en la viabilidad celular, la hidralazina muestra un
efecto inhibitorio significativo sobre la linea celular HUT 78 de linfoma cutdneo de
células T de manera dosis dependiente, el cual no habia sido reportado en ninguna
otra linea tumoral con el tratamiento individualizado3®. Es por ello que es necesario
realizar mas ensayos con este tipo de inhibidor de DNMTSs en otros tipos de linfoma,
con el fin de analizar su efecto como agente antitumoral, y teniendo la ventaja de

provocar menos efectos secundarios en pacientes con cancer que la decitabina®.

Por otra parte, en el 2006 se reporté un caso clinico en el cual un paciente con
micosis fungoide fue tratado con la combinacién de hidralazina y valproato de
magnesio, donde se observd un rango de respuesta mas efectivo en comparacion
con vorinostat*3. Con el fin de tratar de dilucidar la respuesta a la terapia combinada,
en este trabajo se analizé su efecto in vitro en la linea celular HUT 78 de linfoma
cutaneo de células T, encontrdndose una inhibicién del crecimiento celular a partir
de la combinacion de hidralazina y valproato a sus concentraciones inhibitorias 20.

Este resultado concuerda con el efecto de los farmacos individualmente.

Si bien es cierto que los resultados arrojan un efecto antagonista sobre la viabilidad
de las células HUT 78 cuando se utilizaron las concentraciones inhibitorias mas
bajas tanto de hidralazina y valproato de magnesio, es decir la Cl2o y Clso, en las
combinaciones con las Clso y Clso si se produjo una efecto sinérgico. Esto podria
deberse a que al realizar las combinaciones aun manteniendo las proporciones
constantes entre ellos estas fueron muy bajas o fueron demasiadas variables, lo
gue pudo inhibir el efecto de un farmaco sobre otro, pues de manera individualizada

los efectos fueron significativos. La eficacia del tratamiento sobre la disminucion de
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la viabilidad celular podria depender de que los farmacos en combinacién alcancen

concentraciones mayores a Claso.

Se ha reportado que la hidralazina y el valproato de magnesio han sido utilizados
como farmacos antihipertensivo y anticonvulsivo respectivamente. Sin embargo, a
partir de los estudios de reposicionamiento farmacéutico se han utilizado como
terapia epigenética adyuvante en el tratamiento de algunos tipos de cancer*? 48 al
actuar como un inhibidor de las DNMT, en el caso de la hidralazina y como un de
inhibidor de HDAC, en el caso del valproato de magnesio. En dichos estudios se
ha demostrado que estos farmacos, en combinacion, permiten el restablecimiento
de los patrones de expresion genéticos normales en las células cancerigenas, muy
probablemente, al revertir las modificaciones epigenéticas aberrantes y debido a un
efecto sinérgico sobre la expresion global de genes al reactivar genes supresores

de tumores#2.

Con base en estos resultados, es necesario realizar ensayos adicionales para
conocer el efecto de la combinacién hidralazina y valproato de magnesio in vivo en
panel de lineas tumorales de linfoma y determinar si el efecto es dependiente del

tipo celular.

CONCLUSIONES
La hidralazina y valproato de magnesio demostraron un efecto inhibitorio sobre la
viabilidad de las células HUT 78 de linfoma cutaneo de células T, asi como los
farmacos decitabina y vorinostat. Sin embargo, el andlisis de la Interaccion
farmacoldgica de la combinaciéon de hidralazina y valproato de magnesio demostro
una interaccion de tipo sinérgica al combinar las concentraciones inhibitorias 40 y
50 mientras que la sinergia no fue observada con decitabina y vorinostat dos
farmacos establecidos como terapia epigenética para el sindrome mielodisplasico y

linfoma cutaneo de células T respectivamente.

El reposicionamiento farmacoldgico de la combinacién con hidralazina y valproato

de magnesio disminuye en forma significativa la viabilidad de una linea celular de
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linfoma cutaneo sugiriendo que las estrategias de terapia epigenética podrian ser
visualizadas para ser evaluadas en estudios preclinicos y abre un nuevo panorama
para la terapia epigenética en linfoma cutaneo de células T, como agentes
antineoplasicos. Ademas de tener como ventaja el hecho de que puede ser
administrada de manera oral, lo cual es una gran ventaja en comparacion con otras

terapias epigenéticas que ya son usadas para este tipo de cancer.
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