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3. RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA), por mas de 40 afios, ha sido tratada con el
esquema de citarabina mas una antraciclina como la daunorrubicina (llamado 7+3)
y recientemente se aprob6 su version liposomal llamada CPX-351 que proporciona
una administracion controlada con dosis mas pequefas y frecuentes, sin embargo,
a pesar de los intentos por mejorar la terapia contra la LMA, no se ha logrado
impactar en la sobrevivencia a largo plazo. En estudios realizados por nuestro
equipo de trabajo, se descubri6é que el caseinato de sodio (CS), una sal derivada de
la caseina, tiene propiedades antiproliferativas in vitro en las lineas celulares
leucémicas como J774, P388 y WEHI-3. Administrada via intraperitoneal es
reguladora de la hematopoyesis promoviendo la produccién del factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF) y de granulocitos-macrofagos (GM-CSF),
mientras que en los ratones leucémicos inducidos con células WEHI-3 prolonga la
sobrevivencia, sin embargo al cultivar la MO de estos ratones sobrevivientes
después del tratamiento aun prevalecen las células blasticas auto proliferantes,
evidencia que la leucemia prevalece a pesar del tratamiento y la sobrevida. En este
trabajo se analiza si la combinacién de CS con citarabina o daunorrubicina ayuda
en la erradicacién de la leucemia en modelos de ratén. Los resultados indican que
al combinar el CS con la citarabina o la daunorrubicina se presenta un efecto
sinérgico en la inhibicion de la proliferacion en un cultivo de células WEHI-3, y por
el contrario al estimular un cultivo ex vivo de células mononucleadas de médula
O0sea de raton normal con estas mismas combinaciones, la proliferacion inducida
por rmlL-3 es revertida por cita, dauno o la combinacién, excepto el CS que induce
la proliferacion, incluso la combinacion de CS-cita o CS-dauno revierte el efecto
antiproliferativo de cita o dauno. Al administrar las combinaciones del CS con la
citarabina o la daunorrubicina para tratar a ratones leucémicos inducidos con la linea
celular WEHI-3, el 20 % logr6 una sobrevida por mas de ocho meses con la

combinacion CS-daunorrubicina, en comparacion con los que fueron tratados con




el esquema convencional (citarabina-daunorrubicina) que sélo sobrevivieron hasta
50 dias o los que no fueron tratados que sobrevivieron tan solo 35. A los 30 dias la
MO de los ratones leucémicos tratados con o sin combinacion presenta células
autoproliferantes por tanto de LMA esta invadiendo la médula 6sea. Al dia 60 ya no
estan presentes en la combinacion CS-dauno o CS-cita. Interesantemente, por el
contrario la combinacién CS-dauno mas rmiL-3 elevo la diferenciacion y la
proliferacion de estas células comparado con las de un raton sano. Los tratados con
la combinacién CS-citarabina tampoco mostraban de LMA sin embargo no proliferan
en presencia de Interleucina 3, lo que pone en evidencia dafio a las células normales
de la MO. Esto demuestra que el tratamiento con CS-daunorrubicina prolonga la
sobrevida y puede llegar a erradicar la enfermedad, lo cual puede considerarse
como una futura alternativa para combatir la LMA, mas efectiva que la combinacion

actual.




4. INTRODUCCION

La leucemia mieloide aguda (LMA) son un grupo de enfermedades heterogéneas
gue se caracterizan por un desorden clonal de progenitores mieloides (Fernandez,
2017), a pesar de décadas de investigacion dedicadas al entendimiento de las
caracteristicas clinicas y biolégicas de este grupo de enfermedades (Papaemmanuil
et al., 2016), los tratamientos para combatirla no han tenido un avance significativo
gue permita aumentar drasticamente la esperanza de vida (American Cancer
society, 2019). La LMA es la leucemia aguda con mayor incidencia en adultos,
representa aproximadamente el 80% de este grupo (Kouchkovsky & Abdul-Hay,
2016). Esta caracterizada por una serie de mutaciones en genes involucrados en la
proliferacion y diferenciacion hematopoyética, lo que la vuelve una enfermedad
heterogénea. Para casi todos los subtipos de LMA, la quimioterapia de induccion
estd basada en antraciclinas combinadas con citarabina (Ara-C) si los pacientes se
consideran candidatos para los enfoques intensivos (Megias-Vericat et al., 2019).
Si no es asi los pacientes con un mal pronostico deberan recurrir a terapias
secundarias adicionales o a la suspension de la antraciclina debido a la citotoxicidad
de esta. Aun con el desarrollo de inhibidores, anticuerpos monoclonales y la version
liposomal de la combinacion citarabina-daunorrubicina llamado CPX-351 la
sobrevida a largo plazo es reducida en un gran porcentaje de los pacientes (Lancet
et al., 2018).

El caseinato de sodio (CS), una sal derivada de la caseina, posee la capacidad de
inhibir la proliferacién de lineas celulares leucémicas como J774, P388 y WEHI-3.
(Ledesma-Martinez et al., 2013). También promueve la produccion de reguladores
hematopoyéticos, la supervivencia de ratones leucémicos y atenta las
manifestaciones de la enfermedad administrado via i.p. (Dominguez et al., 2012;
Santiago-Osorio et al., 2015; Cordova-Galaviz, 2014). A pesar de esto, no es capaz
de eliminar las células leucémicas de la médula 6sea (MO) en su totalidad
(Ledesma, 2013). En este trabajo se analiza el efecto de las combinaciones del CS
con la citarabina o la daunorrubicina sobre la linea celular WEHI-3 y las células
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mononucleadas (CMN) de MO de raton sano y también en ratones leucémicos y

prevalencia de la leucemia.




5. MARCO TEORICO

a. Hematopoyesis

La hematopoyesis es un proceso jerarquico complejo por el cual las células
troncales hematopoyéticas (HSC por sus siglas en inglés) dan origen a las células
sanguineas maduras (Mayani et al., 2007); mismas que cumplen diversas funciones
fundamentales como el transporte de oxigeno en el cuerpo o la constitucion del
sistema inmunoldgico para la defensa del organismo contra agentes patdgenos
(Arguelles, 2009). Debido a que las células sanguineas maduras son
predominantemente de vida corta, se requieren células troncales durante toda la
vida para reponer los progenitores multilinaje y los precursores comprometidos con
los linajes hematopoyéticos individuales, de tal forma, la diferenciacion de las
células hematopoyéticas inicia en la fase embrionaria y deriva del mesénquima
primitivo en el saco vitelino y de la region aorta-gonada-mesonefro (AGM) seguido
por la placenta, higado fetal, bazo y medula 6sea (MO) (Mikkola et al., 2006). Las
HSC residen como células raras en la MO que es un tejido que reside en las
trabéculas del hueso esponjoso en mamiferos adultos (Lichtman et al., 2005), y se
ubican en la cima de una jerarquia de progenitores que producen precursores
sanguineos dedicados a la diferenciacion y conformacion de células sanguineas
maduras, incluidos eritrocitos, megacariocitos, células mieloides
(monocitos/macréfagos y neutréfilos), linfocitos y plaquetas. Al igual que con todas
las demas células troncales, las HSC son capaces de auto-renovarse, aunque esta

capacidad disminuye a lo largo de la vida (Orkin, 2008).

Para una mayor claridad en la presentacion de la hematopoyesis esta se dividié en
cuatro compartimientos: troncal, progenitor, precursor y terminal (Argielles, 2014).
En el compartimiento troncal encontramos a las células que aun no tienen un linaje
0 estirpe determinado, llamadas irrestrictas. Como son las HSC, las unidades
formadoras de colonias de blastos (UFC-BL) y las unidades formadoras de colonias

linfoide/mieloide (UFC-LM). Estas ultimas son las que dan origen a las células




restringidas, llamadas progenitor linfoide comun (PLC) y progenitor mieloide comun
(PMC). Las PLC dan lugar a las unidades formadoras de colonias de granulocitos,
eritrocitos, macrofagos y megacariocitos (UFC-GEMM), estas células al igual que
sus antecesoras tienen la capacidad de autorrenovarse y migrar. Este grupo sélo
representan el 0.1% del total de células en la MO de un individuo y son las
responsables de la renovacion a largo plazo. En el compartimiento progenitor que
corresponde a >0.5%, las células han perdido su capacidad de autorrenovarse y se
dedican a seguir una linea de diferenciacion, aqui podemos encontrar a las
unidades formadoras de colonias de granulocitos-macréfagos (UFC-GM),
eritrocitos-megacariocitos (UFC-EMeg) y a sus descendientes las células
progenitoras UFB-E, UFC-E, UFC-M, UFC-G, UFB-Meg, UFC-Bas, UFC-Eo, UFC-
LB y UFC-LT(Figura 1) . En el compartimiento precursor las células ya son
reconocibles por su morfologia y constituyen el >90% de las células de la MO, asi
tenemos a los proeritroblastos, monoblastos, mieloblastos, megacarioblastos,
linfoblastos. Finalmente, en el compartimiento terminal estan las células maduras y
funcionales: eritrocitos, monocitos/macroéfagos, neutrofilos, plaquetas,
basdfilos/mastocitos, eosinofilos, linfocitos T y B (Arguelles 2014; Mayani et al.,
2007).
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Figura 1. Cascada hematopoyética. Se indican las células correspondientes a los compartimientos
hematopoyéticos: troncal, progenitor, precursor y terminal (Tomado y modificado de Pantoja et al.,
2015)

El proceso de hematopoyesis se ha conservado a lo largo de la evolucion de los
vertebrados, y a través de la manipulacién de modelos animales (ratén y pez cebra),
se ha complementado y ampliado los estudios sobre la hematopoyesis humana.
(Orkin, 2008). El estudio de la produccién de células sanguineas se ha tornado un
ejemplo de la manera en que pueden organizarse y regularse otros tejidos. Las
investigaciones basicas en la hematopoyesis que incluyen definir los cambios
moleculares graduales que acompafian a cambios funcionales en las células en
maduracion, la agrupacion de células en subgrupos funcionales y la demostracion
de la regulacion de células madre hematopoyéticas por el microentorno
especializado, son conceptos que han nacido en la hematologia, pero que pueden
servir de modelos para otros tejidos (Scadden et al., 2016). El conocimiento sobre
las propiedades regenerativas de las HSC humanas han traido como resultado
terapias como el trasplante de médula 6sea en pacientes humanos, para tratar una
variedad de trastornos genéticos, estados adquiridos de insuficiencia de la médula

Osea y cancer (Orkin, 2008).
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b. Microambiente hematopoyético

Para gue el proceso de la hematopoyesis se lleve a cabo es necesario un ambiente
especifico denominado microambiente hematopoyético (MIH), este consiste en una
estructura altamente organizada de células del estroma (fibroblastos, macrofagos,
células endoteliales y adipocitos), células accesorias (monocitos y linfocitos), y sus
productos (matriz extra celular, citocinas, quimiocinas, etc.) que van a regular la

localizacion y fisiologia de las células hematopoyéticas (Mayani et al., 1992).

El estroma es una capa de células adherentes, conformada en su mayor parte por
fibroblastos estromales, una proporcion menor de macrofagos y por diferentes tipos
celulares como adipocitos y osteoblastos (Dorshkind, 1990) (Figura 2). El estroma
constituye asi el microentorno en el cual las células progenitoras hematopoyéticas

se desarrollan y se diferencian (Arber et al., 2013).
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Figura 2. Localizacion del nicho hematopoyético. Las HSC estan ubicadas en el endosteum, que
esta recubierto por osteoblastos y remodelado por osteoclastos. Estas células en conjunto con las
células troncales mesenquimales o CTM perivasculares Nestin+ y las células CAR promueven el

mantenimiento de HSC (Tomado y modificado de Ehninger & Trumpp, 2011).




Las células endoteliales se ubican en la superficie interna del sinusoide de la MO;
controlan la entrada de sustancias quimicas y particulas y expresan receptores para
el factor de von Willebrand, colagena tipo IV y laminina. El citoplasma de las células
reticulares adventicias envuelve la pared externa del sinusoide, estas sintetizan

fibras reticulares en donde descansan las células hematopoyéticas.

Los adipocitos tienen su origen, mediante lipogénesis, a partir de los fibroblastos.
Son fuente de adiponectina, sustancia que inhibe la apoptosis de la célula endotelial,
asi como de leptina y osteocalcina, que promueven la granulopoyesis vy

osteogénesis e inhiben la linfopoyesis.

Las células estromales son las nodrizas de las células hematopoyéticas, ejecutan
interacciones celulares inhibiendo la diferenciacion mieloide y estimulando la

secrecion de osteopontina, que activa las células T.

Los osteoblastos secretan factores estimulantes de colonias de granulocitos,
macrofagos, granulocitos-monocitos e interleucinas (IL) 1 y 6, asi como factores

inhibidores de la hematopoyesis (Lopez, 2010).

c. Reguladores hematopoyéticos

El proceso de desarrollo y maduraciéon de todas las células sanguineas se rige por
una serie de factores de transcripcion y citocinas que promueven la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de las células troncales hematopoyéticas o células
progenitoras (Metcalf, 1993; Orkin & Zon 2008). La identificacion de los diversos
tipos celulares se realiza de acuerdo a la expresion de marcadores de superficie.
En este sentido, se ha caracterizado la expresion de diversos factores de
transcripcion que regulan el desarrollo y funcion de las HSC, asi como la
diferenciacion de un linaje especifico (Pantoja et al., 2015). Una caracteristica
notable de los factores de transcripcion en el sistema hematopoyético es que la
mayoria esta involucrada en translocaciones cromosOmicas 0 con mutaciones

somaticas en tumores malignos hematopoyéticos humanos (Orkin & Zion, 2008).




Las citocinas hematopoyéticas son una gran familia de ligandos extracelulares que
estan involucradas en la regulacién de la hematopoyesis dentro de una compleja
red de reguladores positivos y negativos. Algunas citocinas tienen especificidades
de linaje muy estrechas de sus acciones, mientras que muchas otras tienen rangos

de especificidad bastante amplios y superpuestos (Metcalf, 2008).

Algunas de las mas relevantes en el control de la hematopoyesis son el factor
estimulador de colonias de granulocito-macrofagos (GM-CSF por sus siglas en
inglés), el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), el factor
estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), interleucinas, eritropoyetina (EPO)
y trombopoyetina TPO. Hay una serie de otras citoquinas que ejercen efectos
profundos en la formacion y maduracion de las células hematopoyéticas, que
incluyen el factor de células troncales (FCT), el ligando flt-3 / flk-2 (FL) y el factor
inhibidor de la leucemia (LIF). Otras citocinas o ligandos como jagged-1, factor de
crecimiento transformante-f3 (TGF-B) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) también

juegan un papel importante en la modulacion de la hematopoyesis (Metcalf, 2008).

Muchas de las citocinas son producidas por las células que conforman el
microambiente hematopoyético. Por ejemplo, los fibroblastos estromales son
capaces de sintetizar y secretar citocinas como la IL-1, 6, 7, 8, 11, M-CSF, G-CSF,
el factor de crecimiento de células troncales (CSF) y el interferén-beta (IFN-B). En
los osteoblastos, se ha corroborado la produccién de G-CSF, GM-CSF, IL-6; asi
como se ha encontrado la expresion del factor inhibitorio de la leucemia (FIL), TNF-
a, el factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV), TGF-B y linfotoxina TNF-3
(LT) (Mayani et al., 2007). El papel de los adipocitos en la hematopoyesis no es muy
claro, se ha propuesto que promuevan la regeneracion de las HSC y la
hematopoyesis, y que su regulacién sea a través de la secrecion de leptina (Zhou
et al., 2017).
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d. Leucemia

La leucemia es un tipo de cancer en las células que componen la sangre. La mayoria
de las veces, la leucemia se desarrolla de los glébulos blancos, pero algunas
leucemias comienzan en otros tipos de células sanguineas. Existen varios tipos de
leucemia, que se dividen principalmente en funcion de si la leucemia es aguda (de
crecimiento rapido) o crénica (de crecimiento mas lento), y si comienza en las

células mieloides o en las células linfoides. (American Cancer Society, 2019).

Los tumores de origen hematopoyético se asocian a menudo con mutaciones que
bloquean la maduracion de la célula progenitora o que anulan su dependencia de
los factores de crecimiento (Kumar et al., 2015). Para que una célula se transforme
en leucémica es un proceso complejo de multiples pasos llamado leucemogénesis,
gue consisten en la acumulacién de mutaciones que modifican en algin punto su
sistema de sefializacion celular (receptor, segundo mensajero, proteina efectora o
factor de transcripcion) (Irons & Stillman,1996) (Figura 3). El conjunto de estas
modificaciones es una expansion clonal no regulada y alteraciones de los procesos

de muerte celular y diferenciacion (Renneville et al., 2008).
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Clase |
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Figura 3. Esquema de mutaciones asociadas a la aparicion de LMA. En modelo hipotético de los
2 hits, la LMA es consecuencia de la colaboracién entre al menos 2 tipos de mutaciones. Tomado y

modificado de Lagunas-Rangel 2016.

Las leucemias se dividen en tipos agudos y crénicos. Cuando los glébulos blancos
inmaduros o blastos proliferan, la presentacion es generalmente aguda, mientras
gue las leucemias derivadas de células maduras tienden a ser crénicas (Monroya
et al., 2012). La leucemia crénica por lo general tiene un inicio insidioso, mientras
gue las leucemias agudas suelen manifestar un inicio abrupto. Ademas, las
leucemias agudas (excepto las mieloides) tienen un pico de incidencia en nifios de
alrededor de dos a tres afios; las leucemias crénicas tienden a tener una mayor
incidencia en pacientes mayores (Rabbitts, 1991). Los leucocitos suelen ser de
origen linfoide (Células T y B) o de origen mieloide (neutréfilos, basofilos, eosindfilos
y monocitos). Asi, podemos resumir cuatro principales tipos de leucemia: leucemia
linfocitica crénica (LLC), leucemia mieloide cronica (LMC), leucémia linfoblastica
aguda (LLA) y leucemia mieloide aguda (LMA) (Monroya et al., 2012).
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d.2. Clasificacion

Las leucemias agudas (LA) son un grupo de padecimientos que suponen
proliferacion desordenada de una clona de células hematopoyéticas no funcionales.
La falla de los mecanismos de control negativo del crecimiento clonal mutante casi
siempre se debe a cambios en los genes reguladores, lo que conduce a
sobreproduccion sin sentido de células incapaces de madurar y funcionar
normalmente (Arguelles, 2011). Se pueden clasificar mediante su morfologia,
inmunologia y citogenética. Segun la clasificacion de la Asociacion Franco-
Americano-Britanica (FAB) morfolégicamente hablando podemos distinguir dos
estirpes: linfoide y mieloide, con tres tipos en el linaje linfoide (L1, L2, L3) y 8 en el
linaje mieloide (MO, M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las Leucemias. A) Clasificacién leucemias agudas linfoblasticas, B)
Clasificacion de leucemias agudas mieloblasticas. Tomado y modificado de Ladines et al., 2016. *De

los casos totales de LMA

CLASIFICACION

A). Leucemias
agudas Frecuencia Morfologia Inmunofenotipo
linfoblasticas (LAL)
B: T:
0,
L1: linfoblastica Blastos homogéneos, nucleo irregular, CD22 | CD7
oy casos en . -
tipica cromatina homogénea. CD79a | CD5
adultos y
80% en nifios ¢D10 | CD2
CD2 CD
B: T:
70% de los CD19 | CDs3
L2: linfoblastica casos en Nucleo irregular, cromatina Cbh22 | CD7
atipica adultos y heterogénea, nucléolo largo CD79a | CD5
14% en nifios CD10 | CD2
CD20 | CD4
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CD19 | CD3

. _ Entre el 1%y Blastos grandgs, nucléolo prominente,
L3: parecida al 206 de los abundante citoplasma, abundantes CDh22 | CD7
linfoma de Burkkit casos vacuolacion citoplasmatica cubriendo el | CD79a | CD5
nudcleo CD10 | CD2
CD20 | CD4
B). Leucemias
. agu@as_ Frecuencia Morfologia Inmunofenotipo
mieloblésticas
(LMA)
CD13+
MO: mieloblastica Menos del . CD33+
diferenciada 5% de las Se asemejan a los blgstos de la LLA- CD11b+
minimamente LMA en L2, citoplasma basofilico no granular CD11c+
adultos CD14+
CD15+
Blastos de tamafio medio con un MPO+
M1: mieloblastica nacleo grande, cromatina dispersa CD13+
inmadura rodeando el nucléolo. Puede mostrar CD117+
granulacién azurofilica en el citoplasma CD34+/-
30% de los Blastos de tamarfio pequefio-mediano CI\I/Dlzfl):/
M2: mieloblastica casos totales con nucleo grande, nucléolo CD15+
madura de redondeado ubicado en la orilla del
LMA* citoplasma. El citoplasma es basofilico. HLA-DR+/-
CD117+/-
M3: promielocitica Granulacién a}zurofilica abund_antg e ggég:
. intensa. El nlcleo es en apariencia
hipergranular monocitico, irregular o bilobulado HLA-DR-
' CD34-
CD13+
CD5+
Blastos grandes, nicleo moderado y CD33+
M4: 2006 * basofilia variable. El nucleo puede ser CD11b+
mielomonoblastica redondo, con forma de rifién o circular. CD1lc+
El nucléolo es usualmente prominente CD14+
CD64+
CD4+
Mb5a:
Blastos grandes con nucleo redondo y ggég:
M5: monoblastica cromatina mmadyra dispersa. CDa+
" 15% * M5b:
/monocitica . CD11c+
Nucleo redondeado o con forma de HLA-dr+
rifidn con menos citoplasma basofilico Cd6a+

granulado con vacuolas
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Eritrocitos en forma de hongo, CD13+

equinocitos espiculados y acantocitos. CD33+
M6: eritroleucemia Entre 5% y En la sangre periférica consisten en CD15+
) 6%* macrocitos, baséfilos puntedos, Glycophorin A+
cuerpos de Howell-Jolly o anillos de Glycophorin
cabot. C+

Blastos polimoérficos inmaduros. El
ndcleo es excéntrico con cromatina
reticulada y dispersa. Nucleélo

: : CD41+CD61+
prominente. El citoplasma no es CD42+
M7: Entre 3% y granular, basofilico y muy similar en CD13
megacarioblastica 5%* apariencia a las plaguetas, con CD33+
pseudoépodos o granulaciones. En la CD34+

sangre periférica se observan
micromegacariocitos y fragmentos de
megacarioblastos.

e. Leucemia mieloide aguda

La leucemia mieloide aguda es la forma mas comun de leucemia aguda, con una
incidencia que aumenta con la edad avanzada, 80% de los casos son adultos.
Puede surgir en la MO, la sangre periférica o el tejido extra medular. Aunque
generalmente es de etiologia desconocida y puede presentarse como una
enfermedad de Novo en individuos sin antecedentes de trastornos de la sangre
(Kouchkovsky & Abdul, 2016), también puede desarrollarse después de la
exposicion a agentes genotdxicos (como una quimioterapia previa) o después de un
trastorno hematologico anterior (por ejemplo, sindrome de insuficiencia de la
médula o sindrome mielodisplasico). El trastorno surge en una célula troncal
hematopoyética multipotencial transformada de manera maligna que adquiere
alteraciones gendmicas sucesivas, que finalmente evolucionan a una enfermedad
clinicamente manifiesta. La LMA es una neoplasia maligna muy compleja, con una
heterogeneidad genética, epigenética y fenotipica considerable
(Léwenberg & Rowe, 2015).
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Las alteraciones moleculares reflejan la fisiopatologia de la LMA, son posibles
dianas terapéuticas y también tienen valor predictivo. En esta enfermedad, la
citogenética y la biologia molecular ayudan a decidir la terapia postremision con

trasplante hematopoyético en primera remisién completa (RC) (Sierra, 2015).

El tamafio de los blastos en la LMA varia, pueden ser ligeramente mas grandes que
los linfocitos del tamafio de los monocitos o incluso mas grandes. Los ndcleos son
grandes, de diversas formas y generalmente con varios nucléolos (Campos et. al.,
1989).

f. Clasificacion

La clasificacion de la LMA fue por mucho tiempo basada en la morfologia (FAB) y
el inmunofenotipo. Las primeras pruebas de la base genética de la LMA provienen
del analisis citogenético, en el cual se detectaron cambios a nivel cromosomico
como translocaciones, deleciones, inserciones, inversiones, monosomias,
trisomias, poliploidias y o transaberraciones. Generalmente una 0 mas
anormalidades citogenéticas son encontradas aproximadamente el 55% de los
pacientes con LMA, y debido a esto configuran un fuerte factor prondstico dentro de

la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)( Meyer et al., 2014).

En la clasificacion de la OMS, el término "mieloide" incluye todas las células
pertenecientes a los linajes granulociticos (neutrofilos, eosinoéfilos, basofilos),
monociticos / macréfagos, eritroides, megacariociticos y mastocitos. Las
caracteristicas morfolégicas, citoquimicas y / o inmunofenotipicas se utilizan para
establecer el linaje de las células neoplasicas y para evaluar su maduraciéon. Una
neoplasia mieloide con 20% o més blastos en la sangre periférica (SP) o en la MO
se considera leucemia mieloide aguda (LMA) cuando ocurre de novo, también
evoluciona a LMA cuando ocurre en un sindrome mielodisplasico previamente
diagnosticado (SMD) o neoplasia mielodisplasica / mieloproliferativa (SMD / NMP),
o transformacion blastica en una neoplasia mieloproliferativa previamente

diagnosticada (NMP). Una proliferacion tumoral de blastos en un sitio extramedular
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también se considera LMA cuando se encuentra de novo o en un paciente con SMD
o0 SMD / NMP, y la transformacién blastica en casos de NMP (Mufti et al., 2008).

En un enfoque jerarquico, los cambios genéticos tienen prioridad en la leucemia e
inmunologia mieloide aguda. Se reconocen cuatro grupos principales de leucemia
mieloide aguda: 1) leucemia mieloide aguda con anomalias genéticas recurrentes,
2) leucemia mieloide aguda con displasia multilinaje, 3) leucemia mieloide aguda,
relacionada con la terapia y 4) leucemia mieloide aguda no clasificada de otra
manera. La leucemia bifenotipica se reconoce como una forma de leucemia aguda

de linaje ambiguo (Brunning, 2003).

g. Diagnéstico y caracteristicas clinicas

Existen muchos subtipos de LMA, y segun su edad, perfil citogenético y molecular,
la terapia de induccién dependera de los pacientes en base a presentar sindrome
febril, sindrome anémico, sindrome purpureo y algunos pueden presentar dolor
0seo. En las pruebas diagnosticas se debe realizar aspirado de MO, frotis de sangre
periférica, citogenética y biologia molecular para su adecuada clasificacion. Para
ser considerada LMA se requiere la presencia de blastos en 20% o mas en la MO.
También debe realizarse un inmunofenotipo donde el criterio empleado es 20% o

mas células leucémicas con expresion del marcador.

El estudio citogenético de las células leucémicas de la sangre periférica y/o de la
meédula 6sea de los enfermos con LMA detecta alteraciones en alrededor del 60%
de los casos. Es imprescindible el andlisis citogenético convencional, en el
diagnéstico y es recomendable al valorar la remision en los casos con cariotipo
anomalo. Un namero creciente de anomalias genéticas de la LMA se identifican
mediante RT-PCR o por FISH (Sierra, 2015).
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Con base en los resultados de las pruebas anteriores se determina el grupo de
riesgo del paciente, favorable, intermedio y adverso. A partir de esto el médico
determinara el esquema de tratamiento que debe seguir.

Tabla 2. Clasificacion en grupo de riesgo de acuerdo al perfil citogenético y molecular (Tomado y
modificado de Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016).

Grond i ot gty el

Favorable t(8;21)(q22;q22); T(8;21)(g22qg22) sin mutacién de c-kit
inv(16)(p13.1922) Inv(16)(p13;1g22)
t(15;17)(q22q12) T(15;17)(g22q12)

NPM1 mutado sin FLT3-ITD (CN)
Mutacion bialélica CEBPa (CN)
Intermedio CN T(8;21){q22g22) con mutacién de c-kit.
t(9;11)(p22qg23) T(9;11){p22g239)
Anormalidades citogenéticas no clasificables como
favorables o adversas

Adverso inv(3)(g21g26.2) Mutacion TP53 independientemente del perfil
t(6;9)(p23;934) genético
11q anormalidades diferentes a t(9;11) CN con mutacién de FLT-ITD
-5 o del(5q) CN con DNMT3A
-7 CN con KMT2A-PTD
Cariotipo complejo Inv(3)(q21926.2)
T(6;9)23q34)
Anormalidades 11q deferentes de t(9,11)
-5 o del(5q)

7
Cariotipo complejo

h. Tratamiento

El progreso terapéutico en la LMA ha sido modesto, aunque el conocimiento de la
biologia de la LMA es cada vez mas amplio y ha llevado al desarrollo de nuevos
farmacos dirigidos, el tratamiento actual alin se basa en gran medida en las piedras
angulares clasicas de la quimioterapia de combinacion y el uso apropiado del
trasplante de células troncales (Lowenberg & Rowe, 2015), con excepcion del
subtipo de leucemia promielocitica aguda, donde se utilizan agentes hipometilantes
como el acido retinoico (Efficace, 2016). El tratamiento se divide en terapia de
induccion y de consolidacion postremision, ademas de recurrir, en los casos donde
sea posible, el trasplante de células hematopoyéticas (TCH) autdlogo o alogénico
(Leyto, 2018).
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Generalmente la terapia de induccién llamada “intensiva”, consiste en la
combinacion de citarabina con una antraciclina (como la daunorrubicina o la
idarrubicina). Este esquema es llamado 7+3 porque se administran durante 3 dias
ambos farmacos y los 4 restantes solo la citarabina. Este es el protocolo de la
secretaria de salud en México y se utiliza desde hace méas de 40 afios (Lancet et
al., 2018). Sin embargo, no todos los pacientes son candidatos a recibir este
esquema ya que la daunorrubicina es altamente téxica y puede generar dafios a los
cardiomiocitos (Lubieniecka et al., 2013). Pacientes diagnosticados de grupo de
riesgo desfavorable o con mas de 60 afios tienen que recurrir generalmente a solo
bajas dosis de citarabina y profilaxis para evitar infiltraciones al sistema nervioso
(Aguilar et al., 2010) (Tabla 3).

Tabla 3. Esquema de tratamiento para la LMA basado en Aguilar et al., 2010.

Terapia de inducciéon 7+3
DiA 1 2 3 4 5 6 7

Pacientes <60 afios/  Citarabina 100- Citarabina 100-  Citarabina 100- Citarabina Citarabina Citarabina Citarabina

Candidatos a la 200 mg/m? 200 mg/m? 200 mg/m? 100-200  100-200 100-200  100-200
terapia intensiva de  + + + mg/m? mg/m? mg/m? mg/m?
induccion Daunorrubicina Daunorrubicina  Daunorrubicina a

o Idarrubicina o Idarrubicina o Idarrubicina
Pacientes 60< afios*/  Bajas dosis de Bajas dosis de Bajas
No son candidatos a citarabina citarabina dosis de
la terapia intensiva citarabina

de induccidn/

declinaron a terapia 5-azacytidine,decitabine

Transfusiones
Hidroxiurea (como remplazo del imatinib)

Asi en pacientes jovenes, es posible conseguir tasas de remision completa (RC) del
81.9 %, sin embargo, la supervivencia global a los 5 afios es de tan solo el 40% y
en pacientes de mas edad, la tasa de RC es decepcionantemente muy baja (56.5
%) (Tsai et al., 2016). En un estudio retrospectivo, basado en la poblacién, de 5480
pacientes mayores con LMA recién diagnosticada (edad media de 78 afios), mas de
la mitad de los pacientes (53%) que recibieron tratamiento murieron dentro de los
60 dias del diagnéstico de LMA (Pollyea et al., 2019).
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Una de las técnicas para hacer mas eficientes los tratamientos y reducir su toxicidad
en las células normales es el encapsulamiento liposomal, que permite liberar los
farmacos de forma controlada y llegar al objetivo con facilidad. EI CPX-351, fue
recientemente aprobado por la US Food and Drug Administration. y es una
encapsulacién liposomal de los farmacos citarabina y daunorrubicina en una
proporcion molar de 5:1. Ha demostrado prolongar la sobrevida aun en grupos de
riesgo desfavorables. En un estudio reciente en adultos <60 afios con LMA,
incrementd el porcentaje de la sobrevivencia promedio a los 30 meses, que fue de
un 20% (con el esquema convencional 7+3) a un 37% con CPX351(Lancet et al.,
2018). Sin embargo el porcentaje aun es bajo y la posibilidad de una sobrevivencia
sin recaidas a largo plazo es cuestionable. Otra variante para combatir la LMA es
adicionar a la quimioterpaia convencional el G-SCF, este factor sensibiliza a las
células blasticas de la LMA a los quimioterapéuticos, moviliza a las células
leucémicas de la MO hacia el torrente sanguineo, exponiéndolas a los tratamientos
y disminuye la neutropenia (Di Tullio et al., 2017). Se utiliza tanto para terapia de

induccién y consolidacion (Sperr et al., 2017; Li et al., 2015).

El conocimiento de la fisiopatologia ha permitido entender mejor los diferentes
comportamientos de la leucemia e identificar blancos terapéuticos potenciales,
agentes citotoxicos, anticuerpos monoclonales e inhibidores de molécula pequefia
se afiaden a los esquemas establecidos para combatir mas especificamente los
diferentes subtipos de LMA (Leyto, 2018). Los inhibidores para IDH1, IDH2, FLT3-
ITD y BCL-2 son los mas usados debido a la frecuencia con la que se presentan
estas mutaciones (pollyea et al., 2019; Yogarajah et al., 2018; Larrosa et al., 2017).
A pesar de todos estos nuevos tratamientos, las estadisticas de decesos por LMA
crecen cada afio, y los prondsticos de sobrevida no van mas alla de los 5 afios
(American Céancer Society, 2019; Lancet, 2018). Por esto, es necesario buscar
nuevos tratamientos que logren combatir la LMA de manera definitiva ain en grupos

con un pronéstico desfavorable.

20



i. Caseinay leucemia

Aungue las citocinas regulan la hematopoyesis, algunas biomoléculas de origen y
naturaleza distinta pueden tener efectos similares sobre las células
hematopoyéticas (Ledesma, 2013). Las caseinas, principales proteinas de la leche,
es un término colectivo para una familia de fosfoproteinas que acarrean calcio. Se
encuentran unidas en una micela conformada por alfa- beta- y kapa- caseinas
(Warner, 1976; Hall, 1971). Se ha demostrado que la caseina y sus sub-unidades
pueden inhibir el crecimiento de células leucémicas y promover la hematopoyesis

de las células normales del linaje mieloide.

j- Caseinato de Sodio (CS)

A partir de la caseina de la leche se han generado productos como el caseinato de
sodio (CS). Para realizar esto las micelas de caseina, se mantienen juntas mediante
fosfato de calcio coloidal (PCC), este puede eliminarse reduciendo el pH, lo que
conduce a la precipitaciéon de la caseina y al lavado. Posteriormente, la caseina se
resuspende aumentando el pH con NaOH, lo que da como resultado soluciones
acuosas de caseinato de sodio (CS). ElI CS se usaba desde los afios 60s para
inducir una respuesta inflamatoria en la cavidad peritoneal de los ratones sanos que
eran inoculados con esta solucion via i.p.. A partir de ahi se plante6 que podia estar
promoviendo la diferenciacién y movilizaciéon de células hematopoyéticas, dos

procesos que estan disminuidos o ausentes en los pacientes con LMA.

Posteriormente nuestro grupo de trabajo demostré que inhibe la proliferacién de
diferentes lineas celulares, entre ellas las de la linea leucémica de raton WEHI-3,
J774, P388 y la hematopoyética normal 32D cl3 dependiente de IL-3 (Ramos-
Mandujano et al., 2008), por otro lado, acelera la diferenciacion de neutrofilos en
banda hacia polimorfonucleares (Santiago et al., 2010) y sinergiza la proliferacion
de células mononucleadas de médula 6sea normal de ratén en presencia de rmiL-

3 como factor de crecimiento (Ledesma et al., 2013).
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En ensayos in vivo, se encontr6 que el CS aumenta el niamero de células
mononucleares en sangre periférica con el inmunofenotipo de células madre
hematopoyéticas (0,2 a 0,5% de células LSK), lo que les permite formar colonias de
diversos linajes celulares (Santiago et al., 2015). También, administrado en ratones
sanos, induce granulopoyesis (Figura 4) (Dominguez et al., 2012) y prolonga la
sobrevivencia hasta en un 40 % y atenua las manifestaciones de la enfermedad en
ratones inoculados letalmente con células leucémicas WEHI-3 o J774 (Cérdova-
Galaviz et al., 2014;Ledesma et al., 2012), sin embargo al cultivar la MO de estos
ratones sobrevivientes después del tratamiento aun prevalecen las células blasticas
auto proliferantes, evidencia que la leucemia prevalece a pesar del tratamiento y la
sobrevida. En este trabajo se analiza si la combinacién de CS con citarabina o

daunorrubicina ayuda en la erradicacion de la leucemia en modelos de ratdn.
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Figura 4. Mecanismo de accion sugerido del CS inoculado via i.p. en un ratén sano BALB/c. (Tomado

de Dominguez-Meléndez et al., 2012).
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6. Planteamiento del problema

La terapia intensiva con citarabina y daunorrubicina puede llevar a la remision
completa, sin embargo, debido a su alta toxicidad no todas las personas son
candidatas a recibir este tratamiento. EI CS elimina a las células leucémicas y regula
la hematopoyesis, pero no erradica la enfermedad en ratones leucémicos. Se
desconoce si la coadministracion de CS con citarabina o daunorrubicina puede
presentar un efecto sinérgico que aumente la toxicidad contra las células leucémicas
para erradicarlas y sin afectar las células normales, potenciando el efecto de ambos
tratamientos para poder combatir la LMA.
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7. Justificacion

Debido a que el esquema actual para el tratamiento de la LMA tiene un bajo
porcentaje de éxito libre de enfermedad y que disminuye con la edad, este trabajo
tiene como finalidad evaluar el efecto del CS en combinacién con los farmacos
citarabina o daunorrubicina, sobre la LMA. Se busca un efecto sinérgico entre los
dos tratamientos que potencie el efecto para erradicar a las células leucémicas sin
afectar células hematopoyéticas sanas, asi reducir los efectos secundarios,
particularmente para aquellos pacientes con fragilidad, y con ello generar una
posible terapia curativa para los pacientes que garantice la supervivencia a largo

plazo sin importar su grupo de riesgo.
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8. Hipoétesis

La citarabina y la daunorrubicina son citotoxicas para las células leucémicas, pero
también para las normales; por otro lado el CS inhibe la proliferacion de células
leucémicas mieloides, promueve la proliferacion y diferenciacion de células
hematopoyéticas normales y prolonga la supervivencia de ratones leucémicos, asi
al combinar el CS con la citarabina o la daunorrubicina, potenciara la inhibicion de
la proliferacion de la linea celular leucémica WEHI-3. En los ensayos in vivo
prolongard la supervivencia de los ratones debido a la capacidad de inducir
diferenciacion en las células hematopoyéticas normales e inhibir a las leucémicas,
adicionalmente el CS combinado con los antineoplasicos ya mencionados se
potenciara el efecto de la terapia sin comprometer el sistema inmunolégico de los
ratones prolongando la supervivencia pero con eliminacién completa de células auto

proliferantes.
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9. Objetivos

General
Evaluar el efecto sinérgico del caseinato de sodio en combinacion con citarabina o

daunorrubicina en la eliminacién de células leucémicas WEHI-3.

Particulares
In vitro
e Evaluar el efecto del CS, la citarabina, la daunorrubicina, CS- citarabina o
CS-daunorrubicina sobre la proliferacion, viabilidad e induccion a apoptosis

de células leucémicas WEHI-3.

e Evaluar el efecto del CS la citarabina, la daunorrubicina y sus combinados
sobre la proliferacion en el cultivo de células de médula 6sea de raton
BALBI/c.

In vivo

e Establecer el modelo de leucemia en ratones BALB/c empleando células
WEHI-3.

e Analizar la supervivencia de ratones BALB/c leucémicos tratados con

diferentes dosis de Daunorrubicina, Citarabina, CS y sus combinados.

e Analizar el efecto de las dosis combinadas de Daunorrubicina, Citarabina y
CS sobre la proliferacién in vitro y morfologia de las células de médula 6sea
obtenidas 30 y 60 dias después de la induccion de la leucemia con y sin la

presencia de rmiL-3.
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10. Materiales y método

a. Cultivo lineas celulares

a.1. Cultivo de la linea celular leucémica WEHI-3

La linea WEHI-3 se obtuvo por medio de ATCC (American Type Culture Collection)
y se mantendra en medio de cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Médium
Gibco BRL, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) desactivado
(Gibco BRL, USA) y 1.5 uL/mL de B-mercaptoetanol (Sigma- Aldrich, St Louis, Mo),
a una densidad de 2x10* células/mL, con una temperatura constante de 37°C y 5%
de CO 2. Se expandieron cada 48 h.

a.2. Cultivo de células mononucleadas de médula 6sea
(CMN-MO)

Usando ratones clinicamente sanos de la cepa CD1, que fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Los fémures se obtuvieron en condiciones estériles y se
arrastraron las células totales de médula 6ésea, haciendo fluir IMDM (Gibco
BRL,USA) suplementado con 10% de SFB (Gibco, USA). Posteriormente se
separaron las CMN-MO mediante un gradiente de densidad (ficol densidad=1.077
g mL -1) (Sigma, St Louis, M), y por ultimo se realiz6 el cultivo de las células en
IMDM suplementado con 15% de SFB (Gibco BRL, USA), 5% de suero equino e
interleucina-3 recombinante de raton (mrlL-3) en placas de 96 pozos (Corning NY,
USA).
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b. Evaluacion de la proliferacion celular mediante la técnica de cristal

violeta.

Para la evaluacion de la actividad antiproliferativa de los extractos se emple¢ la linea
celular WEHI-3 (leucemia mielomonaocitica de raton) y células mononucleadas de
médula 6sea de ratén normal, cultivandolas a una densidad de 5x103 y 1x10° células
mL -1 en medio de cultivo respectivamente, bajo las condiciones antes descritas.
En el tiempo cero las células se estimularon con diferentes concentraciones de CS
(0.25, 0.5, 1, 2, y 4 mg/mL), daunorrubicina (0, 0.6, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 ng/mL) o
citarabina (0, 0.6, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 ug/mL), y como vehiculo se estimularan
con PBS.

El cultivo se mantuvo por 72 horas para la linea celular WEHI-3 y 120 horas para
las células mononucleadas de médula 6sea de ratdbn normal. Después del tiempo
de incubacion, la proliferacion celular fue evaluada mediante la técnica de cristal
violeta modificada por Kueng (1989) y originalmente propuesta por Gillies et al.,
1986. Las células se fijaron con glutaraldehido al 1% durante una hora, después se
adiciond la solucién de cristal violeta al 1.1%, agitando por diez minutos y se retird
el exceso de colorante con agua destilada; inmediatamente se agregaron 50ulL pozo
-1-1 de acido acético al 10% agitando durante 20min, para solubilizar el colorante.
La densidad optica de las células se evalué a 570 nm en un espectrofotometro de
placas (SpectraTecan Image, Austria), y los datos obtenidos fueron graficados en

porcentaje de proliferacion.
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c. Manejo de animales

El procedimiento se llevd a cabo de acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-
062-Z00-199. Se usaron ratones machos BALB/c de 4 a 5 meses de edad en
condiciones libres de patogenos y alimentados con una dieta estandar de
laboratorio, mantenidos 12 horas luz y 12 horas obscuridad bajo temperatura
controlada en las instalaciones del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM .

d. Modelo de leucemia en ratones BALB/c inducido con células
WEHI-3.

Para establecer el modelo, se cultivaron las células por no mas de 10 pasajes hasta
llegar a la densidad de 25x108, confirmando la viabilidad de mas del 90%, se lavaron
dos veces con PBS y se llevaron a una concentracion de células de 1x10¢/mL de
PBS. En cada ensayo (dosis independientes o combinadas) los ratones recibieron
250,000 células en 250 uL de PBS como vehiculo. Cada ensayo se realiz6 por

duplicado.

e. Tratamiento

Caseinato de Sodio (CS). ElI CS (Spectrum USA) se solubilizé en PBS (Solucién
Buffer de fosfatos) y se esterilizé por autoclave. Los ratones fueron administrados

via i.p. cada 48 h.
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f. Evaluacion de supervivencia

f.1. Dosis independientes

Se construyeron 12 grupos experimentales con una n=5 como sigue:

Control sano, Control +WEHI-3, Vehiculo (PBS) +WEHI-3, CitatWEHI-3 (1mg/kg),
CitatWEHI-3 (3mg/kg), Cita+tWEHI-3 (6mg/kg), Dauno+WEHI-3(0.5mg/kg),
Dauno+WEHI-3(1mg/kg), Dauno+WEHI-3(3mg/kg), CS+WEHI-3(2mg/kg),
CS+WEHI3 (4mg/kg) y CS+WEHI-3 (8 mg/kQ).

Las dosis intermedias usadas para citarabina y daunorrubicina son las utilizadas
clinicamente, mientras que la dosis intermedia del caseinato de sodio fue la
reportada por Ledesma, 2013.

Se registraron los decesos cada 24h y se graficaron por un analisis de Kaplan-Meier.

f.2. Dosis combinadas

Se tomaron las dosis mas efectivas del ensayo anterior, y se construyeron nueve

grupos experimentales con una n=5 cada uno como sigue:

Control sano, Control +WEHI-3, Vehiculo (PBS)+WEHI-3, Cita+tWEHI-3,
Dauno+WEHI-3, CS, CS-Cita, CS-Dauno y Cita-Dauno.

Se registraron los decesos cada 24h y se graficaron por un analisis de Kaplan-Meier.
En el dia numero 30 y 60 de tratamiento, un individuo de cada condicién fue

sacrificado para extraer fémur y recuperacion de células de médula ésea.
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g. ldentificacion de células WEHI-3 in vivo

Se recuperaron las células mononucleadas de médula 6sea de ambos fémures de
los ratones tratados en el dia 30 y 60, llevandolas a cultivo in vitro en placas de 96
po0zos, en ausencia y presencia de rmiIL-3 como factor de crecimiento exdégeno y la
proliferacion se evalu6 a las 120 h por el procedimiento de cristal violeta indicado

anteriormente.

h. Formacion de colonias

Se recuperaron las CMN de MO de ambos fémures de los ratones tratados hasta el
dia 70, se cultivaron en placas de 12 pozos por 120 h en presencia y ausencia de
rmiL-3 como factor de crecimiento, después se retird el medio de cultivo y se dejo
secar por 5 minutos. Se realiz6 una tinciébn con hemocolorante rapido (HYCEL,
México) donde se coloc6 en el siguiente orden: una solucion fijadora, el
hemocolorante 1 (reactivo de color rojo) y el hemocolorante 2 (reactivo de coloracién
azul) con un intervalo de 5 segundos entre cada uno. Posteriormente se realizaron
lavados para eliminar el exceso de colorante y se observo la placa en un

microscopio invertido a 10x, 20x y 40x.

i. Analisis de datos

Todos los bioensayos fueron realizados tres veces de manera independiente por
cuadriplicado. Los datos fueron presentados como media desviacion estandar. Para
determinar la diferencia significativa se aplicara un analisis de varianza (ANOVA),
con la prueba de Tukey (p. <0.05) para obtener la diferencia significativa empleando
el paquete estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute Inc., USA).
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11. Resultados

Para analizar el posible efecto sinérgico en la inhibicion de la proliferacion de WEHI-
3 en presencia de CS, citarabina o daunorrubicina, fue necesario realizar un ensayo
de inhibicion de la proliferaciébn dependiente de la concentracion. Los resultados
indican que cada uno de los compuestos inhibe la proliferacion en forma
dependiente de la concentracion con diferencia significativa a partir de 1 mg/mL

para CS, 10 png/mL para citarabina y 5 ng/mL para daunorrubicina (Figura 5).
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Figura 5. Curvas de proliferacién de células WEHI-3 tratadas con diferentes dosis de CS (A),
citarabina (B) y daunorrubicina (C), después de 72 h de cultivo y evaluadas con la técnica de cristal
violeta. Promedio de tres experimentos independientes con tres repeticiones cada una + Desviacion
estandar. * Los resultados significativamente diferentes con respecto al control (0) con la prueba de
Tukey (p. <0.05).

Usando los datos de la Figura 5, se calculé la ICsp para cada tratamiento indicadas

en la siguiente tabla:

Tabla 4. Dosis media de inhibicién del caseinato de sodio, citarabinca y daunorrubicina en

células WEHI-3.
Tratamiento ICs0
CS 1.85 mg/mL
Citarabina 17.8 pg/mL
Daunorrubicina 5.7 ng/mL
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La combinaciéon del CS con daunorrubicina o citarabina muestra un efecto

sinérgico en la inhibicion de la proliferaciéon de las células WEHI-3.

Con la finalidad de validar experimentalmente la 1Cso, se cultivaron las células
WEHI-3 en presencia de 1.85 mg/mL, 17.8 ug/mL y 5.7 ng/mL de CS, citarabina y
daunorrubicina, respectivamente. Los resultados coinciden con la reduccién de la
proliferacion al 50 % de control sin tratamiento. Por otro lado, con la finalidad de
tener valores de inhibicidn de la proliferacion menores a la 1Cso, se empleé la ICzs
de cada compuesto usando 0.925 mg/mL, 8.9 ug/mL y 2.85 ng/mL de CS, citarabina
y daunorrubicina, respectivamente. Los resultados indican que efectivamente, en
todos los casos se tiene un valor de proliferacion de alrededor del 75 % (Figura 6).
Sorpresivamente, la combinacion de las IC2s solo alcanzo el 30% en la combinacion
de CS-cita y por debajo del 25% en las combinaciones CS-dauno y dauno-cita con
respecto al control (Figura 6), con diferencias significativas en los valores por debajo
de lo reportado para la ICso individual, incluso por debajo de la sumatoria de la
inhibicion inducida por cada uno de los compuestos en la concentracion de ICzs
(Figura 6), lo que pone en evidencia el efecto sinérgico de la combinacion para

reducir la proliferacion (Tabla 5).
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Figura 6. Proliferacion de células WEHI-3 estimuladas con IC2s e ICso de citarabina, daunorrubicina
y CS, solos o en combinacion. Promedio de tres experimentos independientes. Significancia

estadistica * p<0.05 respecto al control (0 mg/mL) en la prueba de Tukey.

Tabla 5. Comparativa de los datos esperados versus los obtenidos experimentalmente al combinar

los farmacos de citarabina y daunorrubicina que revelan efecto sinérgico.

Sumatoria esperada de los porcentajes | Porcentaje de inhibicion de los
de inhibicion  (IC2s) evaluados | tratamientos combinando las ICazs
individualmente evaluado experimentalmente.
CS-cita 40% CS-cita 65%
CS-dauno 37% CS-dauno 70%
Cita-dauno 47% Cita-dauno 75%
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El CS promueve la proliferacion de células mononucleadas de médula 6sea
de ratén BALB/c

Con la finalidad de comparar el efecto del CS, la citarabina y la daunorrubicina sobre
la proliferacién de las células leucémicas y normales, se realiz6 un cultivo de CMN
de MO de raton BALB/c y se estimuld con las mismas dosis (ICzs e 1Cso) del ensayo

anterior de los compuestos individuales y en combinacion.

Como controles se cultivaron las células en presencia y ausencia de rmlL-3, ya que
las CMN de MO no necesitan esta interleucina para proliferar. Las células que
fueron cultivadas solo en presencia de rmlL-3 se les adicionaron 20ul de PBS
(control +PBS).

Las células en ausencia de rmlL-3 no proliferaron, pero en su presencia si y fue casi
del doble con o sin adicion de control +PBS, mientras que las estimuladas con IL-3
mas la IC2s e ICso de CS aumentaron su proliferacion en mas del 60% en
comparacion con el Control + PBS (Figura 5). La adicion de citarabina IC2s no
muestra una disminucién significativa en la proliferacion a diferencia de su ICso que
la disminuye en mas del 30% respecto al Control + PBS, por su parte la
daunorrubicina tampoco muestra diferencias significativas en la dosis de IC2s pero
en la dosis de ICsp la proliferacion es nula respecto al Control + PBS. La adicion de
las dosis combinadas de ICzs cita-dauno, disminuye la proliferacion hasta los niveles
del cultivo sin rmlIL-3, sin embargo, las combinaciones con CS (CS-cita y CS-dauno)
la proliferacion alcanza los niveles del Control + PBS y por encima de la obtenida

en las concentraciones individuales de citarabina y daunorrubicina (Figura 7).
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Figura 7. Proliferacion de células mononucleadas de médula 6sea (CMN de MO) de raton BALB/c
estimuladas con IC25 e IC50 de citarabina, daunorrubicina y CS, solos 0 en combinacion. Promedio
de tres experimentos independientes con tres repeticiones cada una con significancia estadistica

* respecto al control sin rmIL-3, A respecto al control+PBS con la prueba de Tukey t p <0,05.

In vivo

Los ratones leucémicos tratados con diferentes dosis de CS, citarabina y
daunorrubicina sobreviven hasta 15 dias mas que los que no reciben

tratamiento.

Para inducir migracion de granulocitos a la cavidad peritoneal de raton se emplea
0.1g/mL en PBS de CS (10% p/v) por raton y es equivalente a 2g de CS/kg de peso
de raton, bajo este esquema se tomd esta dosis ya reportada en la literatura y se
plantearon dos dosis mas, una al 5% p/v y otra al 20% p/v. Ratones leucémicos
inducidos con la linea celular WEHI-3 fueron tratados cada 48 h via i.p. con CS en
la dosis de 1, 2 y 4 g/Kg de peso de ratdn (Figura 8). Para establecer las dosis de
citarabina y daunorrubicina se tom6 como referencia las dosis clinicas utilizadas
actualmente para el tratamiento de la LMA, 3 mg/kg de citarabina y 0.5 mg/kg de

daunorrubicina a partir de estos datos se plantearon dos dosis mas para cada
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tratamiento una por debajo de la dosis clinica y otra por arriba de esta (Figura 9y
10).

Todos los ratones de los grupos control WEHI3+ sin tratamiento y vehiculo murieron

entre el dia 20 y el dia 27 después de la induccion de la leucemia (Figuras 8,9 y 10).

En los grupos administrados con 4 mg/kg de CS los decesos fueron iguales a control
(WEHI3+), la dosis mas baja de 1mg/kg de peso prolong0é la sobrevida hasta el dia
30 en un 20% de los ratones, mientras que en la dosis de 2 mg/kg al dia 30 mas del
60% seguia con vida, y la sobrevida se prolongod hasta el dia 38 en el 20% de la

poblacion (Figura 8).
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Figura 8. Supervivencia de ratones leucémicos inducidos con WEHI-3 tratados con diferentes

dosis de caseinato de sodio (CS). Andlisis de Kaplan Meier.
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Para los tratamientos de citarabina el grupo administrado con la dosis mas alta de
6mg/kg no mostré una diferencia con respecto a los grupos control WEHI3+, 1mg/kg
de peso prolongo la sobrevida como maximo hasta el dia 30, el de 3mg/kg contaba
con el 23% de sobrevida de la poblacion al dia 30 y con el 10% hasta el dia 38
(Figura 9).
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Figura 9. Supervivencia de ratones leucémicos inducidos con WEHI-3 tratados con diferentes dosis

de citarabina. Andlisis de Kaplan Meier.
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En los grupos tratados con daunorrubicina la dosis de 3 mg/kg disminuyé el tiempo
de vida a 15 dias después de la induccion, 10 dias por debajo de los controles
WEHI-3+, la de 1 mg/kg sélo prolongd la sobrevida del 18% de los ratones hasta el
dia 40 y la méas baja (0.5 mg/kg) fue la mas exitosa manteniendo la sobrevida de
mas del 80% de los ratones en el dia 30 y del 40% hasta el dia 40 (Figura 10).
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Figura 10. Supervivencia de ratones leucémicos inducidos con WEHI-3 tratados con diferentes

dosis de daunorrubicina. Andlisis de Kaplan Meier.
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Los ratones leucémicos tratados con dosis combinadas de CS-citarabina o

CS-daunorrubicina sobreviven mas de 70 dias.

Ratones leucémicos fueron tratados via i.p. cada 48 h con las dosis individuales
mas exitosas del ensayo anterior (2g/kg CS, 3 mg/kg cita, 0.5 mg/kg dauno) o éstas,
pero combinadas (CS-cita, CS-dauno, cita-dauno) por lo cual se manejaron seis
grupos, mas un grupo de control sano, un control WEHI3+ sin tratamiento y un

control WEHI-3+ tratado con solo vehiculo.

Se encontré que citarabina, vehiculo o control WEHI-3+, tienen una curva de
supervivencia similar pero no mas de 38 dias, la de CS o daunorrubicina es de 44y
48 dias respectivamente, mientras que las combinaciones alcanzaron supervivencia
mas prolongadas; cita-dauno tiene una sobrevida del 41% a los 40 dias y de cero a
los 50 dias, CS-cita induce una sobrevida del 40 % a los 40 y se mantiene el 10%
por mas de 70 dias, finalmente CS-dauno mostro una supervivencia del 85% a los
50y el 20 % a los 70 dias (Figura 11 y tabla 6).
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Figura 11. Supervivencia de ratones leucémicos inducidos con WEHI-3 tratados con daunorrubicina,

citarabina, CS o combinados. Andlisis de Kaplan Meier
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Tabla 6. Porcentaje de supervivencia a los 40 y 60 dias de tratamiento después de la induccién de

la LMA.
40 dias 60 dias
Tratamiento Porcentaje de supervivencia

Sano 100 100
WEHI-3 0 0
WEHI-3 vehiculo 0 0
WEHI-3 CS 25 0
WEHI-3 Cita 0 0
WEHI-3 Dauno 20 0
WEHI-3 CS-cita 40 0
WEHI-3 CS-dauno 85 10
WEHI-3 cita-dauno 41 20

En el cultivo de MO de los ratones leucémicos tratados durante 30 dias las
células proliferan aun sin IL-3 excepto con el tratamiento citarabina-

daunorrubicina.

Al dia 30 después de la induccion de la leucemia se sacrificd un raton de cada
tratamiento para evaluar si sus células de médula 6sea presentaban células
proliferantes en ausencia de IL-3 (auto proliferantes), citocina indispensable para el
crecimiento de células mononucleadas de médula 6sea de ratones sanos, y que
ademas es expresada de manera constitutiva por las células WEHI-3, que, de

presentarse la proliferacion, indica presencia de células leucémicas.

Después de 120 h de cultivo tanto en los grupos de tratamientos individuales como
en las dosis combinadas las células proliferan en ausencia de IL-3 lo que revela la
presencia de células autoproliferantes y por tanto leucémicas, excepto en el
tratamiento de cita-dauno donde no proliferaron aun con la adicion de rmIL-3 lo que

es indicador del dafio a la MO (Figura 12).
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Figura 12. Proliferacién células mononucleadas ratones leucémicos a los 30 dias post induccion y
tratamientos, en ausencia o presencia de rmlL-3. Cultivados durante 120 h y evaluados por la
técnica de cristal violeta. Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control sano con rmiL-3 en
la prueba de Tukey.

Los ratones sobrevivientes a los 60 dias de tratamiento después de la

induccién no presentan células autoproliferantes.

Al dia 60 después de la induccidn de la leucemia se sacrificé un ratén de cada uno
de los grupos que contaban con ratones sobrevivientes para evaluar si sus células

de médula 0sea presentaban células autoproliferantes.

Los dos unicos tratamientos que sobrevivian al dia 60 fueron CS-cita y CS-dauno,
en ninguno de los dos se observo células autoproliferantes, pero la adicion de rmiL-
3, ala médula 6sea de ratones tratados con CS-dauno promovio la proliferacion, sin
embargo, en el tratamiento de CS-citarabina las células no proliferan adn con rmiL-

3, sefial de dafio a la MO (Figura 13)
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Figura 13. Proliferacién células mononucleadas ratones leucémicos sobrevivientes a los 60 dias
post induccion y tratamientos, en ausencia o presencia de rmlL-3. Cultivados durante 120 h y
evaluados por la técnica de cristal violeta. Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control sano

con rmiL-3 en la prueba de Tukey.

Los ratones tratados con la combinacién de cita-dauno presentan fragilidad

osea.

Para obtener las células de MO es necesario obtener el fémur en condiciones de
esterilidad y limpiarlo de cualquier tejido extramedular, para ello se utilizan
herramientas como pinzas de diseccidén que pueden ejercer presion sin dafar el
tejido 6seo. El fémur se extrae completo en el grupo de ratones sanos, en leucémico
sin tratamiento o tratado con CS (fragilidad 0), pero los tratados con citarabina o
daunorrubicina, el fémur es mas delgado vy fragil (fragilidad 1), pero en cita-dauno
fue casi imposible obtener el fémur intacto (fragilidad 2) después de 30 dias de
tratamiento. Por otro lado, la combinacién CS-cita, el vigor 6seo se mantiene como
en el control a pesar que la citarabina sola induce fragilidad 1 (Tabla 7). En la tabla

se califica cualitativamente esta caracteristica.
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Tabla 7. Andlisis cualitativo de la fragilidad 6sea de los ratones a los 30 dias de tratamiento después
de la induccioén. O=sin fragilidad 6sea 1=fragilidad 6sea moderada 2=fragilidad ésea alta, impide que

se obtenga correctamente el total de la MO.

Tratamiento IR e i EalE ee) Geee
(30 dias)
0 1 2
Rat6én Sano X
Raton WEHI-3+ X
CS X
Citarabina X
Daunorrubicina X
CS-cita X
CS-dauno ”
Cita-dauno <

Después de los 60 dias de tratamiento se realizé un cultivo de MO de un ratén de
CS-cita y uno CS-dauno, ademas de un ratdn sano, para evaluar la diferenciacion y

formacion de colonias con y en ausencia de rmlL-3.

En el cuadro se puede observar que, en el cultivo de las células del ratdn sano, las
células sin rmlL-3 no existe proliferacion, mientras que las cultivadas en presencia
de rmiL-3 incluso formaron colonias. En aquellas provenientes del tratamiento
combinado de CS-cita no existe proliferacion celular en ausencia de rmiL-3 y al ser
estimuladas con esta las células proliferan mas que el control sano, pero no hay

presencia de formacion de colonias.

Para las células del raton tratado con CS-daunorrubicina existe proliferacion aun sin
rmiL-3, sin embargo hay formacion de colonias diferenciadas, mientras las
estimuladas con rmlIL-3 tienen alto nivel de proliferacion, diferenciacion y capacidad

de formar colonias comparado con el cultivo del ratén sano (Tabla 8).
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Tabla 8. Cultivo de 120 h MO en ausencia y presencia de rmIL-3 para observar diferenciaciéon y

formacién de colonias de granulocitos.

TRATAMIENTO

Sin rmiL-3

Con rmiL-3

Sano

CS-cita

CS-dauno

.;e/

7%
‘-:‘\- ‘l!\f.'.

o &
f&“ﬁ Pﬂ.-‘*@&"f‘.y.‘v s
' @Qi’?‘?,ﬁ'.l'ﬁ

- e

o

47




12. Discusion

La LMA es uno de los tipos de leucemia mas frecuentes en adultos segun la
American Society of Clinical Oncology, para combatirla generalmente se usa la
combinacion de la citarabina con una antraciclina (7+3), este esquema de farmacos
se ha utilizado por mas de dos décadas (Dombret & Gardin, 2016). Mas
recientemente una encapsulacion liposomal de los mismos farmacos: citarabina y
daunorrubicina en una proporcién molar 5:1, llamada CPX-351, ha sido aprobada
para ser administrada (Lancet et al., 2018). A pesar de esto, no se han logrado
obtener un aumento radical en el porcentaje de sobrevida de los pacientes. Intentos
por mejorar este esquema con la adicion de otros farmacos o la intensificacion de

la terapia posterior a la remisién no lograron mejorar los resultados.

En este estudio demostramos que el CS combinado con la citarabina o la
daunorrubicina presenta un efecto sinérgico antiproliferativo sobre las células de

leucemia mielomonocitica WEHI-3 comparado con los farmacos individuales.

Para comprobar el efecto individual de cada tratamiento sobre las células de LMA
de raton WEHI-3 realizamos curvas de proliferacion y obtuvimos las ICso e 1C2s del
CS, la citarabina y la daunorrubicina. La ICso de la daunorrubicina fue de 5.7 ng/mL,
mientras que la de citarabina fue de 17.8 pg/mL. En otros estudios sobre
tratamientos para la leucemia y resistencia a farmacos, la daunorrubicina o las
antraciclinas en general, siempre tienen una ICso mucho menor que la de la

citarabina.

En un estudio con la linea de leucemia promielocitica HL-60 la ICso para citarabina
fue de 0.148 pg/mL, mientras que la de idarrubicina, tan soélo fue de 0.09 ug/mL
(Davis et al., 2016), demostrando que la antraciclina siempre es mas potente sobre
la citarabina para efectos antiproliferativos en diferentes tipos de leucemia. Sin
embargo, existen evidencias que afirman que la actividad de estos dos farmacos

también se ve reflejada en células troncales hematopoyéticas (Venton G, 2016).
R
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El CS también inhibio la proliferacion de las células WEHI-3 con una ICso de 1.85
mg/mL, pero a diferencia de los tratamientos anteriores, se habia reportado que el
CS aumentaba la proliferacién y diferenciacion de las células hematopoyéticas
(Ledesma et al., 2012), asi procedimos a evaluar si la combinacion con citarabina o
daunorrubicina promovia el efecto antileucémico disminuyendo el dafio a las células

hematopoyéticas.

Obtuvimos que al combinar las IC2s de cada tratamiento todas aumentaron su
actividad antiproliferativa en mas del 20% comparado con las ICso de los
tratamientos independientes. Ademas de que la sumatoria del efecto inhibitorio de
cada IC2s no sobrepasa el 47%, mientras que al combinar las dosis

experimentalmente va mas alla del 65%.

La combinacién que potencié mas la actividad de los dos tratamientos fue la de CS-
dauno ya que la sumatoria del porcentaje de inhibicion de cada uno era de tan solo
37% y al combinarlos alcanzé un 70%. Esto significa que podemos lograr un efecto

antileucémico igual o mayor con dosis mas pequefias.

En el cultivo de CMN de MO de raton BALB/c las células fueron estimuladas con las
mismas dosis de IC2s e ICso del ensayo anterior para ver como afectaban su
proliferacion. Generalmente los farmacos antineoplasicos no son selectivos hacia
las células leucémicas y terminan por afectar a las células normales. En el ensayo
las CMN de MO estimuladas con las IC2s e ICso de CS aumentaron su proliferacion
mas del 60% comparado con el control con rmiL-3, confirmado lo que reporta
Ledesma en el 2013. La IC2s de citarabina no disminuyé significativamente la
proliferacion de estas células, al igual que la IC2s de daunorrubicina, sin embargo,
la combinacion de estos dos farmacos si mostré un efecto antiproliferativo de hasta
un 30%. Esto quiere decir que la terapia combinada de citarabina y daunorrubicina
no es selectiva y afecta a las células normales de MO.

49



Por otra parte, en las combinaciones tanto de citarabina como de daunorrubicina
con el CS no se vio afectada la proliferacion de las células, lo que sugiere que el CS
disminuye el dafio a las células de MO causado por la citarabina o incluso la
daunorrubicina. Esto es importante ya que sabemos que el esquema de
citarabina+daunorrubicina es efectivo en pacientes jovenes, sin embargo, debido a
la alta toxicidad de la daunorrubicina no puede ser administrada en todos los casos
de LMA, sobre todo en los grupos mas vulnerables de edad avanzada y/o
citogenética y fenotipos desfavorables (Dohner et al., 2017).

Para comprobar que el CS de sodio promovia la sobrevida de ratones leucémicos
como lo indic6 Ledesma E., en el 2013 se realizo un experimento con tres dosis de
CS: 20% p/v, 10% p/v y 5% p/v. Los ratones leucémicos inoculados con CS al 10%
p/v sobrevivieron cerca del dia cuarenta y en mayor porcentaje que las otras dosis.
Comprobando asi lo ya reportado en la literatura. También se comprobo la
efectividad de la citarabina y la daunorrubicina administradas individualmente, esta

vez tomando como referencia la dosis clinica de cada farmaco (Rashe et al., 2012).

La citarabina promovio la supervivencia hasta el dia 38 en cerca del 10% de los
ratones con la dosis clinica de 3mg/kg, resultando la mas efectiva. La
daunorrubicina por su parte prolong6 la sobrevida hasta el dia 40 en cerca del 38%
de los ratones, esto, en la dosis de 0.5 mg/kg de peso, que es la mitad de la usada
clinicamente, la cual solo llevé a poco mas del 10% de los ratones hasta el dia 40.
En cuanto a la dosis mas alta de daunorrubicina, los ratones murieron 10 dias antes
qgue los del grupo control WEHI-3 + y vehiculo, confirmando la toxicidad de este

farmaco.

Conociamos que el CS promovia la granulopoyesis mediante el incremento de M-
CSF, G-CSF y GM-CSF (Dominguez V. et. al, 2012). Actualmente una nueva
alternativa de tratamiento para la LMA consiste en un régimen de citarabina,
aclarubicina y el G-CSF (CAG) en dosis bajas (Wei et al., 2011). El G-CSF influye

en el microambiente de la médula ésea movilizando células T reguladoras (Tregs)
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y células supresoras derivadas de mieloides (CSDMs). Ademas de promover el
desalojo de las células leucémicas de su microambiente medular y/o la interrupcion
de la sefializacion, esto puede explicar el aumento de la muerte celular observada
con citarabina y antraciclinas ya que, movilizando las células leucémicas,
dejandolas desprotegidas de la MO son mas susceptibles a estos farmacos (Di
Tullio et. al., 2017). Sabiendo que el CS aumenta las cantidades de G-CSF en suero
y en médula 6sea (Dominguez et. al., 2012), era probable que al combinarlo con
citarabina o daunorrubicina también movilizara las células leucémicas ancladas al
nicho hematopoyético, llevandolas a torrente sanguineo haciéndolas un blanco mas
facil para la citarabina o daunorrubicina, aumentando su efectividad y promoviendo

la supervivencia.

En la evaluacion del efecto in vivo de las combinaciones: CS-cita, CS-dauno, cita-
dauno, se obtuvo que todas aumentaban la sobrevida de los ratones por arriba de

lo que lo hacian los tratamientos por si solos.

La combinacion de la cita-dauno aumentd la sobrevida de los ratones hasta el dia
50 apenas por encima de lo que lo hizo la daunorrubicina administrada
individualmente, aunque en un mayor porcentaje (5% dauno vs 20%cita-dauno). El
grupo tratado con la combinacion de CS-citarabina contaba con cerca del 40% de
los ratones vivos en el dia cuarenta, y logré6 aumentar la sobrevida hasta el dia 70
después de la induccion, 32 dias mas que la citarabina y 25 méas que el CS, sin

embargo, esto solo fue en el 8% de los ratones.

El tratamiento mas exitoso fue el de CS-dauno donde al dia 50 sobrevivia el 40%
de los ratones y se prolongé hasta el dia 70 en el 20%, y contamos con dos ratones
de este grupo, con mas de 8 meses de sobrevida. Cabe recalcar que la
daunorrubicina sola o en combinacion se administrd ininterrumpidamente cada 48
has. y a la mitad de la dosis que se utiliza clinicamente, contrario al esquema actual
donde sélo se administra durante 3 dias consecutivos, y si el paciente no entra en

RC se da una segunda dosis con semanas de descanso de por medio.
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Actualmente se ha visto que la quimioterapia metronémica que consiste en la
administracion regular y frecuente de dosis més bajas de medicamentos
guimioterapéuticos con intervalos minimos de tiempo libre de farmaco, establece
una actividad prolongada y baja, aunque en un rango activo de concentraciéon
plasméatica que permite un perfil de efectos secundarios favorable (Simsek et. al.,
2019). De forma opuesta, los regimenes convencionales como el 7+3, se utilizan
como dosis maxima tolerada (DMT), en la que se administran dosis relativamente
altas con intervalos de 2-3 semanas (Rashe et al., 2012). Es por esto que creemos
gue la disminucion de la dosis de daunorrubicina y su combinacion con el CS que
disminuye los efectos secundarios y potencia la actividad auntileucémica hicieron

de este tratamiento el mas exitoso.

En los estudios in-vivo del farmaco liposomal CPX-351 que también es una
combinacion de farmacos que se administra de forma constante y de liberacion
controlada en el organismo, el 100% de los ratones sobreviven mas de 50 dias
después de la induccién de la leucemia, sin embargo, se usa la linea WEHI-3 para
inducir ratones CD-1 desnudos, siendo que el origen de esta linea celular proviene
de la sepa BALB/c (Tardi et. al., 2009). Abriendo la posibilidad de que el sistema
inmunoldgico activo sea el que promueva la sobrevida y no el farmaco liposomal,

por ello los resultados no son comparables en su totalidad.

Un estudio para tratar la LMA con un nuevo farmaco denominado MJ-29
(6-pyrrolidinyl-2-(2-hydroxyphenyl)-4-quinazolinone) que induce estrés en el reticulo
endoplasmico y apoptosis via mitocondrial en las células WEHI-3, realiz6 las
pruebas in vivo en ratones BALB/c inducidos con WEHI-3, en este estudio las
células leucémicas fueron inoculadas via intravenosa, y siete dias después de la
induccién comenzd el tratamiento con MJ-29 via i.p. Al estar siete dias en
incubacion los ratones control WEHI-3 + comenzaron a morir al dia 6 de tratamiento
u 11 desde la induccion, casi en la mitad del tiempo en el que lo hacen los de nuestro

estudio, debido a que los ratones son tratados 48 horas después de la induccion. Al

52




final de este experimento los ratones tratados con MJ-29 en la dosis mas alta, 20
mg/kg sobrevivieron hasta el dia 35 después de la induccién, no administraron
ningun otro farmaco para comparar la eficacia, pero ningan ratén sobrevivio a la
LMA. Aunque el disefio experimental fue distinto, nuestra combinacién alcanza
mayor supervivencia que MJ-29 ademas de contar con ratones sobrevivientes (Lu
et. al, 2012).

Al dia 30 después del inicio del tratamiento se sacrificé un ratén de cada grupo para
obtener la MO y analizar si aun habia células autoproliferantes, después de 120 h
de cultivo las células de todos los grupos inducidos con la LMA continuaban
proliferando aun en ausencia de rmiL-3 con excepcion de la dosis de cita-dauno,
esto podria indicar que es el tratamiento mas eficaz, sin embargo, tampoco

proliferaban en presencia de rmiL-3 indicando dafio a las células normales de MO.

En el tratamiento de CS-cita, aunque adn proliferaban sin rmlL-3 también habia una
disminucion de la proliferacion en ambas condiciones comparado con el control
WEHI-3 +, esto fue una sorpresa ya que la daunorrubicina sola o en combinacion
con el CS no disminuyd la proliferacién, siendo que segun la literatura es el farmaco
mas toxico. Al dia 60 se repitié el ensayo con los ratones de los tratamientos
sobrevivientes, CS-cita y CS-dauno. Las CMN provenientes de la MO del raton
tratado con CS-cita no proliferaron en presencia o ausencia de rmiL-3, indicando un
dafo evidente a la MO. Por otro lado, las células del raton tratado con CS-dauno si
proliferaron en presencia de rmlL-3, y en su ausencia, la proliferacién es un poco
mas elevada comparada con la de las células provenientes de un ratén sano sin

tratamiento, sin llegar a ser significativamente diferente.

Al momento de obtener la MO los ratones del tratamiento de cita-dauno presentaban
una alta fragilidad Osea, que va relacionado a la afectacion del nicho
hematopoyeético (Li et al., 2015). Aunque esto derivé en la imposibilidad de evaluar
la morfologia celular, su cultivo ex vivo, anteriormente mencionado, si fue posible,

donde las CMN de MO no proliferaban adn en presencia de rmlL-3, esto puede
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confirmar el dafio de esta combinacion de farmacos a la MO, aunque nho

directamente a las células si no a su microambiente.

Se realiz6 un cultivo para comprobar si las células de la MO eran capaces de
proliferar, diferenciarse y formar colonias, aun después de los 70 dias de
tratamiento. Las CMN de MO del raton tratado con CS-cita, no proliferaron en
ausencia de IL-3, y aunque si proliferaban en su presencia, la formacion de colonias
es muy reducida y las células tenian una morfologia homogénea poco diferenciada.
Esto quiere decir que hay un dafio a la MO, y que, a pesar de la supervivencia
prolongada de los ratones, la citarabina dafia las células hematopoyéticas aun en

presencia del CS.

En el cultivo de las células del ratdn tratado con CS-dauno las células cultivadas en
presencia de IL-3 podemos ver una aumentada proliferaciéon en comparacion con el
cultivo de un ratén sano, se puede observar gran formacién de colonias y morfologia
heterogénea. Cultivadas sin IL-3, las células contintan proliferando, lo que nos dice
gue las células son autoproliferantes, por otro lado, también hay formacién de
colonias y la morfologia celular no es homogénea. La proliferacién en ausencia de
IL-3 podria indicar que hay presencia de células leucémicas WEHI-3, sin embargo,
sabemos que el CS induce a la produccion de citocinas en ratones sanos (Santiago
et al., 2010) por lo que desconocemos si este efecto es por el tratamiento de CS; su
administracion prolongada en ratones leucémicos podria permitir que las células
normales de MO produzcan factores que aumenten la proliferacion, formacion de

colonias y diferenciacion aun en medios no estimulados con IL-3.

La suma de estos datos nos sugiere que al administrar el tratamiento de CS-dauno
en ratones leucémicos se propicia la produccion de citocinas en la cavidad
peritoneal que viajan por el torrente sanguineo hasta llegar a la MO lo que promueve
la proliferacion de las células hematopoyéticas sanas, por otro lado, la combinacion

de estos farmacos promueve la eliminacién de las células leucémicas circulantes y
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en meédula Osea, favoreciendo la supervivencia de ratones leucémicos sin

crecimiento de células autoproliferantes (Figura 14).
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Figura 14. Propuesta de mecanismo de accion del tratamiento CS-daunorrubicina.
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13. Conclusiones

El caseinato de sodio combinado con la citarabina o la daunorrubicina en sus IC25
muestran un efecto sinérgico para la inhibicion de la proliferacién de células de LMA.
Alcanzando un 65% y 70% de porcentaje de inhibicion respectivamente, contrario
al 50% que resultaria si el efecto fuera aditivo. Esto no ocurre al usar estas mismas
dosis sobre CMN de MO de raton normal, por el contrario, el CS por si solo
promueve la proliferacion, mientras que en combinaciobn con citarabina o
daunorrubicina no afectan ni promueven su proliferacion, contrario a la combinacién
convencional de citarabina y daunorrubicina donde las células dejan de proliferar.
Esto demuestra que con dosis mas pequefias de citarabina o daunorrubicina
combinadas con el CS podemos alcanzar un mayor efecto antileucémico sin afectar

las células normales.

Los ratones tratados con CS-citarabina sobreviven 40% mas que los tratados con
citarabina y daunorrubicina sin embargo muestran dafio en la MO. Mientras que al
tratarlos con CS-daunorrubicina sobreviven mas de 8 meses sin rastros de
enfermedad ni dafio a la MO por la administracion del farmaco. Esto quiere decir
gue el caseinato de sodio combinado con la daunorrubicina en dosis bajas puede
ser una alternativa para el tratamiento de LMA donde el efecto antileucémico sea
mayor, disminuyendo la probabilidad de dafio a las células normales de la médula

Osea.
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