Pomtifcia Universadad

JAVERIANA

Evaluacion de la produccion de ROS y glutation en células madre hematopoyeticas y

células leucémicas y su relacion con la respuesta a la quimioterapia

Nery Vanessa Celeita Romero

Juanita Fernanda Nufez Alvarez

Trabajo de grado

Carrera de Bacteriologia

Pontificia Universidad Javeriana

Facultad de Ciencias

Bogota D.C. Colombia

2020



Pomtificia Universidad

JAVERIANA

Evaluacion de la produccion de ROS y glutation en células madre hematopoyéticas y

celulas leucémicas y su relacion con la respuesta a la quimioterapia

Nery Vanessa Celeita Romero

Juanita Fernanda Nuiez Alvarez

Trabajo de grado

Susana Fiorentino. L’[Sc. PhD

Directora

Clma P Luraa a$&\/

Claudia P. Uruena Pinzon. PhD

Co-directora

Bogotéa D.C. Colombia

2020



NOTA DE ADVERTENCIA

ARTICULO 23 DE LA RESOLUCION NO 13 DE JULIO DE 1946.

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en sus
trabajos de tesis. Sélo velara porque no se publique nada contrario al dogma y a la moral
catdlica y porque las tesis no contengan ataques personales contra persona alguna, antes bien

se vean en ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia”.



AGRADECIMIENTOS

A la Doctora Susana Fiorentino, a la Doctora Claudia Uruefia por su orientacion y apoyo en la
realizacion del trabajo de grado y a todos los integrantes del Grupo de Inmunologia y biologia
celular de la Pontificia Universidad Javeriana, por su colaboracion en las distintas actividades

llevadas a cabo.

Al programa Colombia Cientifica - Ministerio de Ciencia y Tecnologia y la Pontificia
Universidad Javeriana, a través de la Convocatoria Ecosistema Cientifico "Generacion de
alternativas terapéuticas en cancer a partir de plantas a través de procesos de investigacion y
desarrollo traslacional, articulados en sistemas de valor sostenibles ambiental y

economicamente” financiado por el Banco Mundial (Contrato Numero FP44842-221-2018).



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ..ottt bttt bttt b e sb e b e bt b e ebbenbe bt enbenbe e 10

1. INTRODUGCCION ....ooooiiiicieeeieeeee et eses sttt sttt 12
2. PROBLEMA Y JUSTIFICACION .....oceooiiiieieiieetecieee oo 14
3. MARCO TEORICO ..ottt sttt st 16
3.1. Células madre hematopoyéticas (CMH) ... e 16

3.2, LBUCEIMIAS ..ttt bbb bbbt 17

3.3. Especies reactivas de oxigeno (ROS) en CMH y células tumorales ...........c.cccccevviveinenenn, 18

3.4. Mecanismo de regulacion homeostético entre ROS y glutation...........c.ccoveviennienccinnnn 19
3.4.1. Enzimas involucradas en la ruta glutation ..o 21

O 1= | I AV @ TSSO S S SPSSRS 23
O @ o] 1= (Ao I [=T =T -1 OSSPSR 23

4.2. ObjJetivos BSPECITICOS ....iiiiiiiiii i ettt b e s re e e 23

5. METODOLOGIA ..ottt 24
5.1. Busqueda de la informacion en bases de datos ..........cccoveveveeieciieneseee e 24

5.2. Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares leUCEMICAS ...........cccccevvevieiiiiiieicceciee, 25

5.3. Inmunofenotipificacion de las lineas celulares K562 y U937 .........ccoceveieiinveeivneiesiee, 25

6. RESULTADOS Y DISCUSION ....cooiieiieiieeieties ettt ens st 28
6.1. Produccion de ROS en CMH y células tumorales ...........cccovveriiininnieneesee e 28

6.2. Produccion de glutation en CMH y células tumorales ...........ccocooevvineiiiniensienecceeseeas 33

6.3. Produccion de ROS y glutation y su relacion con la resistencia a quimioterapéuticos ........ 36

6.4. Caracterizacion inmunofenotipica de las lineas K562 y U937........cccovieieivivinneieiesiene, 41



7.

8.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

REFERENCIAS ...



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Inmunofenotipificacion de la linea K562.

Figura 2. Inmunofenotipificacion de la linea U937

LISTA DE GRAFICAS

Gréfica 1. El gen de Fusion BCR/ABL esté relacionado con produccion de ROS.

Grafica 2. La mutacion FLT3/ITD esta asociada con una mayoro produccion de ROS.

Gréfica 3. Enzimas NOX contribuyen a la produccion de superoxido.

Gréfica 4. Expresion relativa de ARNm de los principales genes antioxidantes en muestras de células
CD34 + normales humanas y células CD34+ de LMA.

Gréfica 5. Expresion de moléculas antioxidantes relacionadas con el aumento de Nrf2.

Grafica 6. Disminucion de las moléculas antioxidantes causado por la eliminacion de Nrf2 mediante
shARN inducible a doxociclina.

Grafica 7. Expresion de GPx3 en muestras de médula dsea de pacientes con LMA clasificados en
grupos de riesgo definidos citogenética y molecularmente como riesgo favorable, intermedio y adverso.
Gréfica 8. El tratamiento con RSL3, un inhibidor de GPx4, indujo la muerte celular en ambas lineas
celulares de LLA.

LISTA DE IMAGENES

Imagen 1. Via de sefializacién Nrf2-Keapl. (A) y (B) En condiciones basales; (C) en condicion de
estrés; (D) cambios conformacionales de Keapl; (E) modelo de disociacion Keapl-Cul3; (F)

Translocacion de Nrf2 al nicleo.



ABREVIATURAS
CMH: Células Madre Hematopoyéticas
CMH - LP: Células Madre Hematopoyéticas de largo plazo
CMH — CP: Células Madre Hematopoyéticas de corto plazo
ETC: Cadena de transporte de electrones
ROS: Especies Reactivas de Oxigeno
OXPHOS: Fosforilacion oxidativa
H,O,: Perdxido de hidrégeno
LOOH: Hidroperéxido lipido
OHe: Radical hidroxilo
Oy": Superdxido
DCFDA: diacetato 2°,7’ - diclorodihidroflouresceina
Nrf2: Factor 2 relacionado con el NF-E2
ARE: Elemento de Respuesta Antioxidante
GSH: Glutation reducido
GSSG: Glutatién oxidado o glutatién disulfido
GST: Glutation S Transferasa
GPx: Glutation Peroxidasa
GR: Glutation Reductasa
GCLC: glutamato-cisteina ligasa subunidad catalitica
GCLM: glutamato-cisteina ligasa subunidad moduladora
GSS: Glutation Sintasa
MDR: Proteinas resistentes a drogas
MRP: Proteinas de expulsion de farmacos
JNK: cinasa N —terminal ¢ - jun
TRAF2: factor 2 asociado al factor de necrosis tumoral

ASKZ1: cinasa reguladora de la sefial de apoptosis 1



MAPK: Proteina cinasa activada por mitégeno
Fas-L: Fas ligando

HIF-1a: Factor inducible de hipoxia 1 alfa
FOXO: forkhead box O

P2Et: Extracto de la planta Caesalpinia spinosa
Anamu-SC: Anamu — Super Critico, extracto de la planta Petiveria alliacea
IC50: concentracion inhibitoria 50

MO: Médula Osea

LA: Leucemia Aguda

LMA: Leucemia Mieloide Aguda

LMC: Leucemia Mieloide Cronica

LLA: Leucemia Linfoide Aguda

LLC: Leucemia Linfoide Crdnica

DOXO: Doxorrubicina

Ara-C: Citarabina

Dnr: Daunorucibina

ATO: Tridxido arsénico

LU: Luz ultravioleta

1g: inmunoglobulinas

DNA: Acido desoxirribonucleico

DNA mt: Acido desoxirribonucleico mitocondrial
ADP: Adenosin difosfato

ATP: Adenosin trifosfato

Da: Daltons



RESUMEN

La leucemia es una neoplasia en donde las células progenitoras hematopoyéticas
CD34+ proliferan de forma incontrolada y debido a distintas mutaciones genéticas y
epigenéticas estas células presentan un aumento en la produccion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS), derivadas de procesos enzimaticos y no enzimaticos. Estos cambios van a
participar en la promocion de la leucemogeénesis y la progresion del tumor, lo que difiere
claramente con las células progenitoras hematopoyéticas normales, pues, aunque se presenten

niveles de ROS, estos no son tan elevados como los encontrados en las células tumorales.

El incremento de ROS puede ser nocivo para la célula, ya que causa estrés oxidativo y
apoptosis, sin embargo, para evitar esto existen sistemas antioxidantes los cuales, con
diferentes reacciones, controlan los niveles de ROS. Uno de los antioxidantes principales en
las células es el glutatién, dentro de sus multiples funciones se destaca el mantenimiento redox
intracelular por medio de reacciones catalizadas por enzimas como la glutation peroxidasa, la
glutation reductasa y la glutation S tranferasa, las cuales, se han visto incrementadas en
diferentes tipos de cancer, como lo es la leucemia. Las células leucémicas presentan una alta
actividad de Glutation que contrarresta los ROS que poseen, en comparacion con las células
progenitoras hematopoyéticas normales, que, aunque si llegan a tener niveles de Glutatién, no

son tan elevados.

Se ha encontrado en la literatura la participacion de los sistemas antioxidantes,
especialmente, el sistema Glutatibn como medio de resistencia a la quimioterapia. En varios
estudios se encontrd que diferentes polimorfismos de la enzima Glutation S Transferasa (GST),
especificamente GSTu, GSTO y GSTx se encuentran sobrexpresados en células leucémicas
quimioresistentes a varios medicamentos, ademas se encontré que otra enzima de la via de

Glutation permanece elevada en células de pacientes pronostico desfavorable, esta enzima es
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la Glutation Peroxidasa (GPx), especificamente el polimorfismo GPx3. No se encontraron
referencias que indiquen a la enzima Glutation Reductasa (GR) como posible fuente de

quimioresistencia 0 mal prondstico en pacientes con leucemia.

En conclusion, la eficiencia de la quimioterapia se ha visto afectada por maultiples
mecanismos entre los que estan los sistemas antioxidantes, ya que, las células leucémicas
presentan altos niveles de ROS basales, pero también altos niveles de enzimas antioxidantes,
adquiriendo propiedades de las células madre hematopoyéticas, las cuales utilizan estos ROS
para procesos como autorenovacion, senescencia y proliferacion. Por tal motivo es
indispensable la busqueda de estrategias alternativas, que permitan combatir las propiedades

bioldgicas o los mecanismos de resistencia desarrollados por las células tumorales.
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1. INTRODUCCION

La leucemia es un tipo de neoplasia que se caracteriza por la proliferacion clonal de
células madre hematopoyéticas o de células progenitoras de un linaje especifico, ya sean
mieloides o linfoides. Estas células pueden infiltrar la médula 6sea y como consecuencia llevar
a alteraciones en la hematopoyesis, provocando distintas manifestaciones clinicas en el
paciente, y la disminucion de las células sanguineas. Segun estadisticas de Globocan, para el
afio 2018 se reportaron 101.893 nuevos casos de cancer en Colombia, siendo las leucemias el
noveno cancer mas frecuente, con una tasa de incidencia y mortalidad de 3.126 y 2.192 casos,

respectivamente (1).

El tratamiento empleado para esta patologia difiere segun el estadio o el compromiso
del paciente e incluye el trasplante de médula 6sea y la aplicacion de radioterapia o
quimioterapia utilizando farmacos con diferentes blancos moleculares (2). Sin embargo, la tasa
de remisién completa de los pacientes con leucemia sigue siendo desfavorable y se cree que
uno de los posibles mecanismos asociados con la poca respuesta al tratamiento esta relacionado

con los sistemas antioxidantes (3) (4).

Las células tumorales por diversas alteraciones genéticas y epigenéticas, sumado a las
altas tasas de proliferacién, presentan niveles elevados de especies reactivas de oxigeno
(ROS)(5), los cuales se han asociado con la progresion de la enfermedad. Sin embargo, para
evitar que estos altos niveles de ROS induzcan muerte celular, las células tienen varios sistemas

de detoxificacion, entre ellos el glutation.

El sistema de glutation mantiene la homeostasis redox intracelular por medio de
reacciones catalizadas por enzimas como la glutation peroxidasa (GPx), encargada de la
oxidacion de glutation reducido (GSH) a glutation disulfuro (GSSG) para convertir el peréxido

de hidrégeno en agua. También esta la glutation S transferasa (GST), la cual cataliza la
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conjugacion de GSH con xenobio6ticos electrofilicos; y finalmente, la enzima Glutation
Reductasa (GR), importante en el reciclaje enzimatico del glutation (6). De esta manera, el
GSH y las enzimas de esta ruta, pueden mediar el estrés oxidativo provocado por la

quimioterapia y conferir a la célula tumoral una probable capacidad de quimioresistencia.

Sin embargo, no es claro aun cuéles son las diferencias entre los niveles de produccién
de ROS y los mecanismos de detoxificacion del tejido hematopoyético normal vs las células
tumorales leucémicas. Por lo tanto, se propone realizar una busqueda en la literatura para tratar
de comprender mejor el metabolismo de las células tumorales, con el fin de desarrollar o aplicar
a futuro terapias mas especificas y menos agresivas para la médula 6sea, dentro de las cuales
se encuentran las terapias alternativas con base en extractos naturales, como lo es el P2Et de
Caesalpinia spinosa y Anamu SC de Petiveria alliacea, extractos que han demostrado tener un

efecto citotdxico en diferentes modelos experimentales in vivo e in vitro.
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2. PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La leucemia es un tipo de neoplasia que se caracteriza por la proliferacion clonal de
células madre hematopoyéticas o de células progenitoras de un linaje especifico (7). Esta
patologia se encuentra entre los 10 tipos de cancer méas frecuentes en Colombia. Segun
Globocan para el afio 2018 se reportaron 3126 nuevos casos con una mortalidad de 2192. El
Instituto Nacional del Cancer, inform6 un numero de casos nuevos de leucemia
correspondiente a 14,1 por cada 100.000 hombres y mujeres por afio, ademas, el numero de
decesos es de 6,5 por cada 100.000 mujeres y hombres por afio, y también se destaca que la
enfermedad es méas frecuente en adultos mayores de 55 afios y en nifios menores de 15 afios.
Por otra parte, se esperan cada afio cerca de 1.338 nuevos casos de leucemia en hombres y
1.290 en mujeres en el pais (3).

A los pacientes que son diagnosticados con la enfermedad se les suministran diferentes
tipos de tratamiento, entre ellos: trasplante de células madre, radioterapia y/o quimioterapia
con distintos blancos moleculares (2). Esta ultima, implica el uso de medicamentos para
interrumpir la formacién y/o proliferacion de las células neoplasicas, este tratamiento ayuda a
que el paciente llegue a tener una remision completa de la enfermedad (5); sin embargo, se han
identificado diferentes mecanismos de resistencia en las células leucémicas, como son: la
alteracion del metabolismo glucolitico (8), la modificacion de los puntos diana (9), alteracion
de las enzimas del ciclo antioxidante, en las que se destaca la modulacion de Glutation y

produccién de ROS (10) (11), que posteriormente podria conducir a la quimioresistencia.

En términos generales, se acepta que las células tumorales presenten niveles basales
superiores de ROS con respecto a las células normales, y esto debido a las diversas alteraciones
de las células tumorales entre ellas su alta tasa de proliferacion y su metabolismo alterado como

consecuencia de esto, e incluso sus alteraciones genéticas o epigenéticas, entre otras (6).
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Aunque estas diferencias no parecen ser ciertas para todos los tumores, se cree que, para
defenderse de estos niveles altos de ROS, las células tumorales expresan en mayor cantidad los
mecanismos de detoxificacion correspondientes, lo que las mantiene protegidas de los efectos
deletéreos de los radicales libres (6). Visto que varias enzimas de la ruta glutation eliminan los
ROS y mantienen el equilibrio oxidativo (12), existe evidencia reciente que sugiere que la
quimioterapia prolongada puede reducir el ROS en las células tumorales (6), la hipdtesis que
se ha venido manejando hasta la fecha sostiene que algunos de los quimioterapéuticos, entre
ellos la doxorrubicina, ademas de sus efectos especificos sobre el ciclo celular, el DNA u otros,
aumenta los ROS a niveles a donde la célula tumoral ya no sobrevive (13). Aunque esta
hipbtesis parece razonable, no contempla las diferencias intrinsecas en el metabolismo

REDOX, entre las células tumorales vs normales.

Teniendo en cuenta lo anterior, se quiere comprender cuales son las diferencias entre
los niveles de ROS y glutation en células leucémicas y células progenitoras hematopoyéticas
normales, y adicionalmente las fuentes de produccién, con el fin de entender los mecanismos
antioxidantes de las células leucémicas y su efecto hacia la induccion de la resistencia a los
quimioterapéuticos, para en un futuro poder evaluar el efecto de los extractos naturales P2Et
de Caesalpinia spinosa y Anamu SC de Petiveria alliacea sobre lineas celulares leucémicas en
cuanto a la produccion de ROS y glutation, para entender mas ampliamente los mecanismos

por los cuales inducen citotoxicidad tanto in vivo como in vitro.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Células madre hematopoyéticas

Las células madre hematopoyéticas (CMH) se originan en la médula 6sea (MO), estas
se caracterizan primero, por tener la capacidad de ser multipotentes, es decir, que dan origen
a la gran diversidad de células sanguineas, como lo es la serie roja (eritrocitos), la serie blanca
(linaje linfocitico: linfocitos T y linfocitos B; y mieloide: neutrofilos, basofilos, eosinofilos,
mastocitos y monocitos); segundo, por tener un bajo potencial proliferativo; y tercero, poseen
una alta capacidad de generacion de nuevas células madre idénticas, es decir, capacidad de

autorrenovacion (14).

Las CMH, se clasifican en CMH de largo plazo (CMH-LP) y CMH de corto plazo
(CMH-CP). Las CMH-LP, constituyen menos de 0.1% de las células en la médula dsea, son
capaces de producir todos los tipos de células maduras de la sangre durante la vida de un ser
humano y de generar progenitores. Y en otra medida, las CMH-CP son las encargadas de

generar células progenitoras del linaje bien sea linfoide o mieloide (14).

Las CMH expresan marcadores celulares especificos, como el antigeno CD34 el cual,
es considerado como el gold estandar para la identificacion de estas y es expresado entre 1-4%
de células nucleadas presentes en la médula 6sea humana. Este antigeno CD34 es una
glicoproteina monomérica de membrana codificada por un gen ubicado en el cromosoma 1932
(14) que se expresa en etapas iniciales de la diferenciacion sanguinea manteniéndose aun en
los precursores linfoides y mieloides para luego dejar de expresarse cuando el precursor entra
en una etapa de diferenciacion. Se cree gque este antigeno tiene un papel muy importante en la
adhesién intracelular induciendo la polimerizacion de actina. Asi mismo, se ha demostrado que

la regulacion de la expresion del antigeno CD34 esta implicada en el mantenimiento de la
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actividad normal de las células hematopoyéticas progenitoras gracias a la inhibicion de la

proliferacion, mediada por contacto y agregacion celular (14) (15).

3.2. Leucemia

La leucemia es una enfermedad heterogénea que se caracteriza por tener una
proliferacion clonal, autbnomay anormal de los progenitores hematopoyéticos o de las mismas
CMH con un inmunofenotipo CD34+ (16). Segun estudios realizados por Costello, et al. son
las células madre leucémicas, en especifico la subpoblacién CD34+/CD38-, las que van a tener
un papel muy importante en la progresion de la enfermedad ya que son capaces de reconstituir
la leucemia aguda (LA) (20) (21). Esta subpoblacion también demuestra la sobreexpresion de
Proteinas Resistentes a Drogas (MDR), concretamente las Proteinas de Expulsion de Farmacos
(MRP) las cuales evitan la acumulacion de quimioterapéuticos (22) como la Daunorucibina y
asi, disminuyen la efectividad de este (21). Por otro lado, las células CD34+/CD38- también
presentan una disminucidn de la expresion de FasL, lo que afecta la induccion de apoptosis
mediada por linfocitos T, evadiendo entonces la muerte celular (21). Aunque esta subpoblacion
es de gran importancia, hay también pacientes con otros fenotipos, como CD34+/CD38+ y
CD34-, sin embargo, son las células CD34+/CD38- las que se presentan en un gran porcentaje

de pacientes (23).

La proliferacion anormal de estas células leucémicas provocard que se ocupe
paulatinamente el espacio de la médula 6sea (18) y, esto causa en el paciente anemia

progresiva, sangrado anormal y predisposicion a infecciones, asi como algunas

manifestaciones clinicas incluyendo fiebre, dolor éseo, pérdida de peso, etc. (19).

Dentro de las diferentes opciones terapéuticas con que se cuenta para el tratamiento de

las leucemias, se incluye la radioterapia, donde se utilizan ondas de alta energia para eliminar
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a las células neoplasicas; los trasplantes, que pueden ser: autélogo, donde los progenitores
hematopoyéticos provienen del mismo paciente, y alogénicos, que hacen referencia a células
de un familiar e incluso un donante (persona no emparentada) (24); y la quimioterapia, en
donde se implementan medicamentos para evitar la proliferacion de las células mediante
diferentes mecanismos, como lo son: el evitar la sintesis de DNA (citarabina), inhibir la
topoisomerasa I1A (daunorubicina), unién de alcaloides a los microtibulos de la proteina
tubulina, bloqueando a las células en la metafase (vincristina), fragmentacion del DNA
(tribxido arsénico), entre otros (25). Aparte de realizar estas funciones, los quimioterapéuticos
en dosis elevadas incrementan los niveles de ROS y desarrollan citotoxicidad en la célula (26),

de manera que se induce al proceso apoptotico celular.

3.3. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en CMH y células tumorales

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) son compuestos derivados de la molécula
de oxigeno producidos por un lado por procesos enzimaticos propios de la cadena de transporte
de electrones y de la familia de las enzimas NOX de las NADPH oxidasas, y por otro lado, por
procesos no enzimaticos como lo es la exposicion a la luz ultravioleta (UV) o a la radiacion
ionizante y por administracion de quimioterapicos al inducir estrés oxidativo (27) (28). Dentro
de las Especies Reactivas de oxigeno se encuentran: el peroxido de hidrogeno (H202), los
superoxidos (O2), el radical hidroxilo (OH-), radical peroxido, el didxido de nitrégeno vy el
hidroperdxido lipidico (LOOH); las cuales, influyen en procesos bioldgicos de las CMH,
debido a que se requieren bajos niveles de ROS para que las células madre mantengan un estado
quiescente y la capacidad de autorenovacion y alto niveles de ROS para procesos de
proliferacion, diferenciacion, senescencia y apoptosis de una manera dependiente de la dosis,

lo que consecuentemente lleva a su agotamiento.
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Por lo tanto, la produccion de ROS en las CMH esta estrictamente regulada para
garantizar que se tenga la capacidad de mantener la homeostasis de los tejidos y
consecuentemente, para evitar que haya un agotamiento prematuro de estas células (13). Sin
embargo, los pacientes con leucemia que son sometidos a quimioterapia estan expuestos a un
estres oxidativo, lo que induce un incremento de los niveles de ROS, y estos pueden producir
dafio a proteinas o al DNA y posteriormente conducir a la muerte tanto en células normales

como tumorales.

No obstante, es claro que las células tumorales, tienen mecanismos de regulacion
oxidativo, que les confieren resistencia para evitar la muerte celular (6) (18). Diferentes
estudios demuestran que el aumento de la produccidn de ROS es una caracteristica especial de
las células leucémicas tumorales, tal como ha sido observado en lineas celulares leucémicas
como THP-1 de leucemia monocitica aguda, MV4-11 de leucemia mieloide aguda, y KG-1 de
leucemia mieldgena aguda y en células de pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC),
leucemia mieloide aguda (LMA) (29), leucemia linfoblastica aguda de células T (30), leucemia
linfocitica aguda (LLA) y leucemia linfocitica cronica (LLC) (31) y otras neoplasias
mieloproliferativas. Estos niveles se han asociado con la progresion de tumores malignos, ya
que, provocan una inestabilidad genética y una alteracion de las vias de sefializacion implicadas

en el crecimiento y la supervivencia celular (32).

3.4. Mecanismo de regulacion homeostatico entre ROS y Glutation.

Como se menciond previamente, las células leucémicas presentan niveles basales altos
de ROS de manera fisioldgica y adicionalmente este incremento se asocia con la administracion
de agentes quimioterapéuticos; las células tumorales al ser expuestas a este tipo de farmacos
cursan por un estrés oxidativo, donde los niveles de ROS aumentan, desencadenando procesos

de muerte celular. Para restaurar estos niveles y conseguir entrar en homeostasis o equilibrio,
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la célula tiene mecanismos de regulacidn basados en sistemas antioxidantes capaces de generar

una detoxificacion, como el sistema glutation (6).

El glutation es un tripéptido de acido glutamico, cisteinay glicina, que se crea mediante
un proceso que comienza con la unién de glutamato y cisteina para producir y-glutamilcisteina.
Este importante paso es catalizado por la holoenzima glutamato-cisteina ligasa, que se
compone de una subunidad catalitica (GCLC) y moduladora (GCLM). La y-glutamilcisteina
formada, se liga posteriormente a la glicina por la glutation sintetasa (GSS) para producir la
forma reducida de glutation (GSH). Esta molécula, mantiene la homeostasis redox intracelular,
por medio de reacciones catalizadas por enzimas como la glutation peroxidasa (GPx),
encargada de la oxidacion de glutation reducido (GSH) a glutation disulfuro (GSSG) para
convertir el peroxido de hidrégeno en agua. También esta la glutation S transferasa (GST), la
cual cataliza la conjugacién de GSH con xenobidticos electrofilicos; y finalmente, la enzima
Glutation Reductasa (GR), importante en el reciclaje enzimatico del glutation (11). Mas
especificamente, la actividad del glutation esta relacionado con el mantenimiento del estado
tiol de las proteinas, debido que al haber un estrés oxidativo se afecta tanto la conformacién
como la funcionalidad de la proteina. Por otro lado, tiene un papel importante en la
modificacion de los residuos de cisteina, pues se ha descrito que afectan el equilibrio oxidativo,
ya que, la cisteina se auto oxida a cistina y provoca un aumento en los niveles de ROS tdxicos.
Es asi, que hay una relacion existente entre los niveles de ROS y de glutation, pues por un lado,
esta molécula equilibra la produccion de ROS inducida fisiolégicamente y por otro, regula la
elevacién de ROS provocada por los quimioterapéuticos, promoviendo la resistencia a estos

antineoplasicos prooxidantes (6).
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3.4.1. Enzimas involucradas en el Sistema Glutatién

Como se mencioné anteriormente, el glutation mantiene el estado redox intracelular
mediante procesos desarrollados por las enzimas GPx, GST y GR.

Las GST son una familia de enzimas de desintoxicacion que catalizan la conjugacion
de glutation (GSH) a una amplia variedad de xenobiéticos. Esta capacidad de desintoxicacion
comprende un papel en la proteccion celular del estrés ambiental y oxidativo, pero también esta
implicada en la resistencia celular a las drogas. Dentro de la familia de las GST, se encuentra
una variedad de isoenzimas, entre las cuales, varias estan sobreexpresadas en procesos
cancerigenos y estan relacionadas con el desarrollo y la expresion de resistencia a una variedad
de quimioterapicos. Las GST se dividen en 3 tipos; microsomales, mitocondriales y citosolicas.
Las microsomales se definen como "proteinas asociadas a membranas en el metabolismo de
eicosanoides y glutation™ (33). Las citosélicas por su parte, existen como monomeros y son
cataliticamente activas en un estado homo o heterodimérico (34), se dividen en siete clases
segin el dominio N-terminal, que contiene un residuo de tirosina, cisteina o serina
cataliticamente activo, donde el residuo catalitico interactta con el grupo tiol de GSH (35), de
esta manera se encuentran las siguientes clases: alfa, mu, omega, pi, sigma, theta y zeta (33).
Por otra parte, la Unica enzima mitocondrial confirmada de la familia GST es la GST-Kappa,

la cual también se presenta en los peroxisomas (36) (37).

Asimismo, la familia de la GPx es un miembro importante del sistema antioxidante que
metaboliza el ROS intracelular y por tanto mantiene la homeostasis de las células. Se han
descubierto 8 polimorfismos de GPx en mamiferos, correspondientes desde la GPx1 a la GPx8,
donde solamente cinco hacen parte de los humanos (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, y GPx6). Por
su parte GPx1 tiene como funcion la reduccion del perdxido de hidrégeno y los hidroperdxidos

de &cidos grasos en el citoplasma, sin embargo, no puede reducir los hidroperdxidos de
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fosfolipidos en la membrana celular; los polimorfismos GPx2, GPx3 y GPx6 solo tienen como
funcidn principal la reduccion del peroxido de hidrégeno; y finalmente, se encuentra la GPx4
que tiene como objetivo reducir eficazmente los hidroperdxidos de fosfolipidos, acidos grasos,

colesterol y timina. No puede reducir el peréxido de hidrdgeno (58).

Finalmente, la glutation reductasa (GSR), a diferencia de las otras enzimas, es
solamente una y tiene como unica funcion el inducir la reduccion del Glutation oxidado
(GSSG) a Glutation reducido (GSH) utilizando NADPH como factor. Este proceso ayuda a la
célula a realizar un proceso de “reciclaje” con el fin de regular el estado REDOX. La
homeostasis inducida por GSR ha demostrado resistencia a quimioterapeuticos y supervivencia

de las células tumorales.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la produccion de ROS vy glutation en células madre
hematopoyéticas y células leucémicas y su relacion con la resistencia a los quimioterapéuticos

convencionales.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Revisar las diferencias entre los niveles de ROS de células madre

hematopoyéticas y células tumorales, segun lo reportado en la literatura.

4.2.2. Establecer las diferencias entre la produccién de glutation en células normales y

en células tumorales, segun lo reportado en la literatura.

4.2.3. Evaluar los efectos asociados a la produccion de ROS y glutation en células
leucémicas, y su relacion con la resistencia a los quimioterapéuticos convencionales, segun lo

reportado en la literatura.

4.2.4. Determinar las caracteristicas fenotipicas de las lineas leucémicas, K562 y U937,

para utilizarlas posteriormente como modelo de estudio del metabolismo celular tumoral.
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5. METODOLOGIA

5.1. Busqueda de la informacion en bases de datos.

El presente trabajo se basé en una revision de la literatura en el periodo de enero de 2020 a
mayo de 2020, de acuerdo con el sistema PICO para identificar los elementos principales de
los articulos reportados en PubMed, EBSCOhost y la base de datos de la Pontificia Universidad
Javeriana, en el cual se incluyeron articulos desde el afio 2000 hasta el afio 2020. La revision
fue conducida en idioma inglés. Las palabras clave empleadas en diferentes combinaciones

fueron:

Gluthatione OR GSH OR GST OR GPx OR GR
- Reactive Oxygen Species OR ROS

- Leukemia OR leukaemia OR leukemic cell line
- Drug resistance OR Chemoresistance

- Hematopoietic Stem Cells OR HSC

Criterios de inclusion: Los criterios de inclusion fueron estudios que incluyeron:

1. Pacientes con leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crénica, leucemia linfocitica
aguda y leucemia linfocitica cronica.

2. Atrticulos de revision en los cuales se encontraba no solamente leucemia, sino también
otros tipos de neoplasias.

3. Articulos experimentales donde se utilizaron lineas celulares leucémicas

Criterios de exclusién: Los criterios de exclusion fueron estudios que incluyeron:

1. Articulos experimentales que trataban otras neoplasias distintas a la leucemia.
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Complementariamente, el trabajo tuvo una parte practica para aprender a utilizar distintos
equipos empleados en un laboratorio de investigacion como el Citometro de flujo y el
espectrofotometro, y adicionalmente, para adquirir habilidades en el cultivo celular de distintas
lineas celulares tumorales para establecerlas en un futuro, como modelos de estudio metabolico

tumoral.

5.2 Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares leucémicas

Las lineas celulares K562 y U937 se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado
con SFB al 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U / ml, estreptomicina 100 pg / ml, y
Hepes 0,01 M y se incubaron en atmdsfera himeda a 37 °© C y 5% CO,. Diariamente se
determind que los cultivos estuvieran libres de contaminacion por observacion directa al
microscopio y cada 48 horas se hizo cambio de medio suplementado, revisando viabilidad
celular con azul tripano y haciendo los recuentos celulares en camara de Neubauer. Para la
realizacion de la citometria y experimentos a futuro, se establecié un banco de células en

nitrogeno liquido.

5.3. Inmunofenotipificacion de las lineas celulares K562 y U937

La caracterizacion fenotipica de las lineas celulares leucémicas se realiz6 por citometria
de flujo, empleando anticuerpos contra los antigenos de superficie de las células. Para la linea
K562 se marcaron 5x10° células por tubo, se lavaron con PBS 1X y PBS-SFB 2%.

Posteriormente se procedio al proceso de marcacion utilizando los siguientes anticuerpos:

Marcador Fluorocromo

CD105 PE
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son:

CD34

CD117

CD71

CD45

HLA-DR

PercP-Cy5.5

APC

APC-H7

V500

FITC

Para las células U937, se emplearon 3 combinaciones diferentes de anticuerpos como

Combinacién 1:

Combinacién 2:

Marcador Fluorocromo
CD34 PercP-Cy5.5
CDl11c APC
CD14 APC-H7
CDA45 V500
HLA-DR FITC
CD4 PercP
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Combinacién 3:

Marcador

Fluorocromo

IREM-2 APC

CD14 APC-H7

CD45 V500

CD64 FITC

CDh4 PercP

Marcador Fluorocromo
CD34 PE

CD117 APC

CDA45 FITC

CD4 PercP
Viabilidad Live/Dead Aqua

En seguida, se incubaron por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Terminada la incubacion,

las células fueron lavadas con PBS-SFB 2%, se resuspendieron con PBS 1X y se realizo la

lectura en el citometro de flujo Aurora (Cytek). EI analisis de los datos se realizé con el

software SpectroFlo (Cytek).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Produccién de ROS en CMH y en células tumorales

La fuente de produccion de ROS en CMH est& dada principalmente por la cadena de
transporte electrones (ETC), basada en la transferencia de electrones por NADPH y FADH, en
donde hay un gradiente para bombear hidrogeniones (H*) al espacio intermembranal de las
células por medio de los complejos I, 11l 'y IV, en donde en este Ultimo, se encuentra una
molécula de oxigeno como aceptor final de electrones, la cual puede experimentar reducciones

para formar superéxido (O2-) y subsecuentemente peroxido de hidrogeno (H202) (40).

Se ha descrito que la produccién de ROS en CMH, juega un papel importante en la
proliferacion, diferenciacién y senescencia de esta poblacién celular, de manera dependiente a
la dosis, ya que se requieren bajos niveles de ROS para mantener su estado quiescente y
capacidad de autorenovacion; mientras que los altos niveles de ROS estan asociados con
procesos de diferenciacion y proliferacién en esta poblacion celular (4) (11). Estos niveles estan
regulados por diferentes factores de transcripcién los cuales estdn asociados con el
metabolismo, las condiciones de oxigeno y el mismo estrés. Dentro de estos se encuentra el
Factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF 1 o), el cual a baja expresidn se asocia con un cambio
de metabolismo, es decir desde un metabolismo glucolitico a un metabolismo méas de OXPHO.
Infiriendo asi que, en células ubicadas en nichos hipdxicos de la MO, se encuentran bajos
niveles de ROS para mantener un estadio quiescente presentando un metabolismo glucolitico,
para lo cual, el HIF 1a restringe la produccién de ROS y OXPHOS por regulacion de genes

metabolicos (41).

En relacion con la autorenovacion de las CMH, los bajos niveles de ROS estan regulados

por FOXO3, un factor de transcripcion de la familia Forkhead box O el cual regula varios genes
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que afectan muchos procesos celulares como el metabolismo, la regulacion del ciclo,
diferenciacion y supervivencia al actuar en la via PTEN / PI3K / Akt. Otro de los factores
involucrados en la autorenovacion es BMI-1, miembro del Complejo de proteinas Polycomb,
al regular la funcién mitocondrial para inhibir la produccion de ROS y la expresion de p16; un
inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina que tiene un papel importante en la regulacion

del ciclo celular (42).

En procesos de proliferacion celular, la produccion de ROS esta controlada por mTOR;
una serina / treonina quinasa perteneciente a la familia de quinasas relacionadas con PI3K que
tiene un papel importante en la regulacion del crecimiento y el metabolismo celular. Un estudio
del afio 2008 realizado por Chen y colaboradores, mostré como la hiperactivacion de mTOR1
por delecion condicional de Tscl, estimulé la proliferacion de HSC, deterioro la
autorrenovacion de HSC y eventualmente provoco el agotamiento de HSC en asociacion con

una mayor produccién de ROS (43).

Por otro lado, la proteina quinasa activada por mitégeno p38; miembro de la familia de
quinasas de traduccion de sefiales MAPK, tiene un rol en la induccién de la senescencia en
respuesta a una variedad de estimulos a través de la regulacion positiva de p16 y Arf; una

GTPasa de factor de ribosilacion de ADP, asociada a una alta produccion de ROS (40).

Ahora bien, la exposicion de las células a ROS induce dafios al DNA que activa ATM;
una serina / treonina quinasa que desempefia un papel central en la coordinacion de la
reparacion de roturas de doble cadena de ADN, lo que provoca una acumulacién y activacion
de p53, el cual se transloca al nlcleo para activar transcripcionalmente factores proapoptoticos
como Fas y DR5, que al interactuar con sus ligandos activan el iniciador de caspasa 8 para

desencadenar apoptosis (44).
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Segun Marcia A, et al. y Samimi A, et al., existen diferentes niveles de ROS en las
CMH y células tumorales (9) (10). En el caso de las células leucémicas, estas presentan niveles
elevados de ROS por la sobreexpresion de oncogenes como BCR/ABL, FLT3 y C-MYC, los
cuales activan diferentes rutas de sefializacion implicadas en proliferacion y supervivencia
celular o por mutaciones en el ADN mitocondrial (ADNmt), lo que da como resultado
alteraciones de la ETC mitocondrial y una produccion de ROS potencialmente elevada (6). En
el caso de BCR/ABL, producto de la translocacion t(9;22) lo que conduce a la regulacién de
vias de sefializacion implicadas en proliferacion y supervivencia celular, provoca una
produccién de ROS al manipular la familia NOX mediante regulacion ascendente de p47phox,
una proteina citosolica para generar Oz". Por otro lado, debido a la translocacion, se produce
una inestabilidad genémica que concomitantemente genera mayor ROS y otras mutaciones
implicadas en resistencia a los inhibidores de tirosina quinasa de primera linea. En un estudio
realizado por Sattler y colaboradores en el 2000, utilizaron tres lineas celulares, una de
leucemia megacarioblastica aguda (M-O7), una de precursores mieloides murinos (32D) y una
linea celular pro-B dependiente de interleucina-3 murina (BaF 3), las cuales fueron
transfectadas con un plasmido que contenia el gen de fusion BCR/ABL. En estas lineas se
determinaron los niveles de ROS con la sonda DCFDA por citometria, antes y después de
haberle agregado un inhibidor del gen de fusion (ST1571), donde se observaron niveles
mayores de ROS en las lineas con BCR/ABL sin inhibidor, representadas por la linea continua

como se muestra en la Gréfica 1.(40).
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Graéfica 1. El gen de Fusion BCR/ABL esta relacionado con produccién de ROS. Tomada de Sattler M et al.
The BCR/ABL tyrosine kinase induces production of reactive oxygen species in hematopoietic cells. J Biol

Chem. 2000 Aug 11;275(32):24273-8

Como se menciond previamente, otro de los oncogenes involucrados es FLT3 generado
por una mutacion que conduce a su autofosforilacién, provocando una activacion constitutiva
de esta quinasay por ende la iniciacién de vias de sefializacion como MAPK (RAS-RAF-MEK-
ERK) y PI3K (PIBK-AKT-mTOR) implicadas en proliferacion y supervivencia
respectivamente, lo que ocasiona un ciclo de inestabilidad gendmica y por ende un aumento de
ROS, llevando a roturas en el DNA. Adicionalmente, la mutacion FLT3/ITD activa
fuertemente STAT5 lo que implica una mayor capacidad de crecimiento a las células que
presentan esta alteracion. En este orden de ideas, un estudio por Sallmyr y colaboradores en
2008, revelé que FLT3-ITD, provoca niveles elevados de ROS dentro de las células murinas
Ba/F3 o0 32D que expresan FIt3-ITD, asi como en las lineas celulares de LMA humana
(MOLM-14 y MV-4-11) ya que, FLT3/ITD a través de la sefializacion por STAT5 y la
activacion de Racl; un componente de NOX para la generacion de Oz", aumenta los niveles de
ROS, en comparacion a los presentados en la linea de leucemia linfocitica aguda (REH), la

cual, inicamente presenta la mutacion FLT3/WT, como se demuestra en la Gréfica 2. (45).
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Gréfica 2. La mutacion FLT3/ITD esta asociada con una mayoro produccion de ROS. Tomada de Sallmyr
A. Fan J. Datta K. Kim KT. Grosu D. Shapiro P. Small D. Rassool F. Internal tandem duplication of FLT3
(FLT3/ITD) induces increased ROS production, DNA damage, and misrepair: implications for poor prognosis in

AML. Blood. 2008;111:3173-3182.

Ademas, de la actividad de los oncogenes sobre la produccion de ROS, diversos
estudios demuestran que las enzimas de la familia NOX de las NADPH oxidasas,
especialmente NOX1, NOX2 y NOX4, contribuyen a la elevada produccién de ROS, es asi que
en un estudio de 2013 de Hole y colaboradores, se identificd que la produccion alta de Oz en
blastos de LMA CD34+ se atribuia a la presencia especificamente de NOX2, NOX 1y NOX4,

lo cual lo observaron por Western Blot (Grafica 3). (26)

Low NOX2 High NOX2
NOX2 23 12 07 09 08 04 01 05 06 202 148 149 38 125 124
Superoxide (log) 84 79 77 77 76 76 75 74 73 87 87 78 78 92 84

NOX1 - -— — T - R

NOX4

GAPDH “DEIDGED G GG S5 G e T —

Gréfica 3. Enzimas NOX contribuyen a la produccién de superdxido. Tomada de Hole PS, Zabkiewicz J,

Munje C, Newton Z, Pearn L, White P, et al. Overproduction of NOX-derived ROS in AML promotes proliferation and is

associated with defective oxidative stress signaling. Blood. 2013;122:3322-30

32



6.2. Produccion de glutation en CMH y células leucémicas

En CMH con expresion de CD34+, la produccion de ROS es regulada a través de
reacciones catalizadas por las enzimas GPx, GR y la GST, y se ha reportado en estas células
mayores niveles de glutation en comparacion con las células CD34+ de LMA (46) (13), un
ejemplo de esto es la GPx3, pues segun los experimentos de Herault, et al. se demostré que su
produccién en bastante baja en CMH en comparacion con las células leucémicas y que al
eliminar el gen (GPx3) no se afecta la clonogenicidad y tampoco se induce la apoptosis celular,
pero si se afecta la capacidad de repoblar el sistema hematopoyético de ratones, por lo tanto,
se identifica a esta enzima como un regulador critico de CMH de repoblacion a corto y largo
plazo (52). Asi mismo, en un estudio por Pei y colaboradores en el 2013, se reportaron niveles
reducidos de GSH y aumento de GSSG en blastos leucémicos de pacientes con leucemia
mieloide aguda, ademas de una relacion GSH/GSSG significativamente menor en células
CD34+ normales en comparacion con blastos CD34+ de LMA. Esto es atribuido al consumo
necesario para mantener el equilibrio redox en estas células y evitar la induccion de muerte
celular por estrés oxidativo. Adicionalmente se observé una mayor concentracion de las
enzimas involucradas en la via propia del glutation como GCLC, GSS, GPx1, GSTP1y GR en
un analisis de expresion relativa de ARNm de cada gen que codifica para las enzimas
antioxidantes, como se puede observar en la Grafica 4. Adicionalmente, se ha demostrado que
el sistema de glutation esta altamente regulado o tiene una alta actividad en distintos tipos de

leucemias como LMA, LMC, LLAy LLC (59).

33


https://d.docs.live.net/7298762448461c0b/Escritorio/Resumen%20Seminario%20Biologia%20celular%20del%20cancer%20JFNA(1).docx#Numero6
https://d.docs.live.net/7298762448461c0b/Escritorio/Resumen%20Seminario%20Biologia%20celular%20del%20cancer%20JFNA(1).docx#Numero19

SOD2 CAT GCLC GCLM
g § 209 . & 209 Pm0339 § 259 pe0382 & 209 pe0.118
o 0 p__ _0_ 04___6_ 3 w o — w
3 ¢ . g 3 oo g
. g 15 5 5 * o ST
K u I i o £
< S 1o < < < 1o
F o« 74 o 74
£ E E £ [5
o g 0.54 o o © 0.5
= 2 s 2 2 =
T T K-
2 & 00 & 00 § B § o< .
s CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD3M4+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+
NBM AML NBM AML NBM AML NBM AML NBM AML
(n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9)
* *
B GPX1 GSR GSTP1 TXN
[ |
2 S ity B0l g § 4 g
3 g g 8 3 &
< w ] w 2 w
5 2 : s 2 S
- £ £ £ :
S g g g ! 2
= 3 2 2 d
a = = s 0 8
g 0 & o ‘g @ 00 2
CD34+ CD24+ CD34+ CD34+ & CD34+ CO34+ = CD34+ CD34+ CD34+ CD34+
NBM AML NBM  AML NBM  AML NSM  AML NBM AWML
(n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9) (n=4)  (n=9)

Gréfica 4. Expresion relativa de ARNm de los principales genes antioxidantes en muestras de células
CD34 + normales humanas y células CD34+ de LMA. Tomada de Pei, Shanshan et al. “Targeting aberrant
glutathione metabolism to eradicate human acute myelogenous leukemia cells.” The Journal of biological

chemistry vol. 288,47 (2013): 33542-58. doi:10.1074/jbc.M113.511170

Cabe mencionar que la via Keapl-NRF2, esta involucrada en la regulacion de la
expresion de genes antioxidantes. En condiciones fisioldgicas, esta via ocurre por union de
Keapl, una proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch, al factor 2 relacionado con NF-E2 (NRF2),
conduciendo a una poliubiquitinacion de NRF2 para su degradacion; pero en eventos de estrés
oxidativo, Keapl se modifica por compuestos inductores de estrés para inhibir el complejo de
poliubiquitinacién y asi permitir que NRF2 se transloque al nucleo de la célula para unirse al

elemento de respuesta antioxidante (ARE) e inducir la expresion de genes antioxidantes (49).
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Imagen 1. Via de sefializacion Nrf2-Keapl. (A) y (B) En condiciones basales; (C) en condicién de
estrés; (D) cambios conformacionales de Keapl; (E) modelo de disociacion Keapl-Cul3; (F)
Translocacion de Nrf2 al nacleo. Tomada de Kansanen, E., Kuosmanen, S. M., Leinonen, H., & Levonen, A.
L. (2013). The Keap1-Nrf2 pathway: Mechanisms of activation and dysregulation in cancer. Redox biology,

1(1), 45-49.

Para generar la expresion de genes antioxidantes en cancer, existen tres mecanismos
que promueven el bloqueo de la poliubiquitinacién de NRF2, el primero consiste en mutaciones
propias de Keapl, el segundo se explica por silenciamiento epigenético de Keapl, y el ultimo,
por acumulacion de p62, una proteina disruptiva. Otro de los mecanismos que regulan el estrés
por esta via, es debido a la induccion transcripcional de NRF2 por la expresion de oncogenes
leucémicos como BCR/ABL y C-MYC, promoviendo el crecimiento celular tumoral (48). Sin

embargo, se ha demostrado que en lineas celulares de LMA (U937, TPH1, Molm13 y HL60)
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expuestas a quimioterapéuticos como Dnr, Ara-C y ATO, la sobreexpresion de Nrf2 es

independiente de las mutaciones y a la expresion de Keap (60).

Por consiguiente, la sobreexpresion de NRF2, ¢l factor “maestro” de la regulacion de
los genes de la via antioxidante (que van a codificar enzimas como GSH, GCL, GSH sintasa)
involucrados en la eliminacién y la desintoxicacion de ROS, es importante para mantener el
estado redox intracelular en las células en general y esta en gran medida participando en el
equilibrio de ROS en las células leucémicas, tanto por induccion de oncogenes como por
activacion del sistema ante el estrés celular (48) (49) (60).

6.3. Producciéon de ROS vy glutation y su relacibn con la resistencia a

guimioterapéuticos

Como se menciond anteriormente, la produccién de ROS esta involucrada en muchos
procesos de las CMH como la quiescencia, la autorenovacién, la proliferacion y la
diferenciacion, los cuales estan reguladas por diferentes factores de transcripcion como FOXO
y mTOR, ya que, se deben controlar para evitar la muerte celular ante un estrés oxidativo y
posteriormente llegar a un agotamiento de las CMH, para lo cual, utilizan varias moléculas
antioxidantes como lo es el glutation (7). Por otro lado, el incremento de los niveles de ROS
en células leucémicas esta dado por la sobreexpresion de diferentes oncogenes, los cuales,
puede activar distintas cascadas de sefializacion implicadas en procesos de proliferacion y

supervivencia celular, promoviendo la leucemogénesis.

Con respecto al glutation, su incremento se asocia al aumento de la expresion de Nrf2,
este factor va a promover la sintesis de genes involucrados en la ruta antioxidante, lo que va a
conducir al aumento de estas enzimas y una posterior quimiorresistencia. Karathedath, et al.
realizaron experimentos en donde compararon la expresion de RNA de Nrf2 en células

primarias de LMA (muestras de pacientes con LMA de novo) al ser sensibilizadas ex vivo con
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Ara-C (Citarabina), Dnr (Daunorucibina) y ATO (Trioxido arsénico), y posteriormente se
agruparon de acuerdo a su concentracion inhibitoria 50 (C150), se observo que las células que
tenian una C150 por encima de la mediana tenian una mayor expresion de Nrf2 en comparacion
con las que se encontraban por debajo de la mediana (60). Ademas, compararon la
sensibilizacion in vitro de diferentes lineas celulares leucémicas: THP1 (linea celular con
caracteristicas de monocitos de una leucemia monocitica agua), U937 (linea celular con
caracteristicas de mieloblastos monoblastos 0 monocitos de una leucemia mieloide aguda
monocitica), Molm13 (linea celular de una leucemia mieloide aguda monocitica) y HL60 (linea
celular de una leucemia mieloide aguda monocitica), con los quimioterapéuticos Ara-C, Dnry
ATO, y se demostré que la CI50 de las lineas U937 y TPH1 (resistentes) era mucho mayor en
comparacion con la CI50 de Molm13 y HL60 (sensibles). Igualmente se identificé mediante
citometria de flujo, inmunotransferencia e inmunofluorescencia el aumento significativo de la
expresion de Nrf2 en las células que denominaron resistentes. Teniendo en cuenta a esto, se
evidencia también un aumento de la expresion de enzimas antioxidantes, como lo son GCLC

y GCLM como se puede observar en la Gréfica 5.

10000 ]
= MOLM13 —
9000 = HL60
= U937
8000 » THP1

7000

6000

5000

4000

3000

Expression normalised to GAPDH

2000

1000

GCLM GCLC NQO1 HO1

Gréfica 5. Expresion de moléculas antioxidantes relacionadas con el aumento de Nrf2. Tomada de

Karathedath S, Rajamani BM, Musheer Aalam SM, Abraham A, Varatharajan S, Krishnamurthy P, et al. (2017)
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Role of NF-E2 related factor 2 (Nrf2) on chemotherapy resistance in acute myeloid leukemia (AML) and the
effect of pharmacological inhibition of Nrf2. PLoS ONE 12(5): e0177227. https://doi.org/10.1371/journal.

pone.0177227

Los investigadores también demostraron que la eliminacion condicional de Nrf2
mediante un plasmido inducible a doxiciclina, sensibiliza a la linea celular TPH1 a los

quimioterapéuticos Dnr'y ATO, como se puede ver en la Gréfica 6.
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Gréfica 6. Sensibilizacion de la linea TPH1 por la eliminacién de Nrf2 mediante shARN inducible a

doxociclina. Tomada de Karathedath S, Rajamani BM, Musheer Aalam SM, Abraham A, Varatharajan S,

Krishnamurthy P, et al. (2017) Role of NF-E2 related factor 2 (Nrf2) on chemotherapy resistance in acute
myeloid leukemia (AML) and the effect of pharmacological inhibition of Nrf2. PLoS ONE 12(5): e0177227.

https://doi.org/10.1371/journal. pone.0177227

Dado esto, se evidencia un papel importante del factor Nrf2 pues conlleva al incremento
de distintas enzimas antioxidantes (entre las cuales se destacan GCLC y GCLM, las cuales
daran paso a la formacion de GSH), que van a ayudar a la resistencia y a la superveniencia

celular, evitando entonces la acumulacion de ROS (60).

Por otro lado, aunque las enzimas GCLC y GCLM se encuentran aumentadas en esta
patologia, como se demostro anteriormente, se ha identificado que las células tumorales
presentan niveles de GSH disminuido en comparacion con GSSH, esto es debido a la elevada
tasa de consumo para evitar el estrés oxidativo derivado de la acelerada proliferacion, las
alteraciones genéticas y la quimioterapia. Adicionalmente, se reporta la sobreexpresion de
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varias enzimas involucradas en la via del glutation, como la GST, esta enzima corresponde a
una de las mas importantes y segun la literatura, la mayormente expresada en la resistencia a
canceres, pues permite conjugar a los medicamentos y otros xenobidticos del ambiente con
GSH vy luego estos salen de la célula con la ayuda de las proteinas de membrana MRP (48),
esto se ha visto en leucemia y es asociado a resistencia a citarabina, antraciclinas como
doxorrubicinay cisplatino (50). Asimismo, de las siete clases de GST citosolicas humanas, tres
han sido reconocidas en quimioresistencia, GSTn1 estd involucrado en la proteccion celular
contra sefiales apoptoticas al inhibir la cinasa N-terminal 1 c-jun (JNK1) de la via de la proteina
cinasa activada por mitogeno (MAPK) mediante interacciones proteina-proteina, ademas
puede unirse al factor 2 asociado al factor de necrosis tumoral (TRAF2), esta union bloquea la
interaccion de TRAF2 con la quinasa reguladora de la sefial de apoptosis 1 (ASK1), impidiendo
entonces la muerte celular (48); igualmente, GSTul puede unirse a ASK1 e inhibir su
capacidad para activar rutas de sefializaciéon JNK y p38; finalmente, el polimorfismo GSTO1
se ha asociado a la quimioresistencia a citarabina (50) y a un mal prondstico de la enfermedad.
Kassogue, et al. demostraron que tener el genotipo GSTO1+/GSTn1+, en comparacion con los
genotipos GSTO1-/GSTnl+ y GSTO1+/GSTx1- parece influir en el resultado del tratamiento
en pacientes con LMC (51). Por otro lado, otros estudios demuestran que el presentar el
genotipo GSTnl+ y tener GSTO1- 0 GSTul- conlleva a tener un mayor riesgo de recaida en
pacientes con LLA. Ademas, se demostrd que en pacientes con LMA el tener un genotipo
GSTxl- solo o GSTn1-/GSTul-, puede conllevar a acortar la supervivencia del individuo y

aumentar la progresion de la enfermedad (61).

Por otro lado, GPx, otra enzima asociada a la ruta de glutation se ha visto implicada en
quimioresistencia, debido a la rapidez con la que pueden controlan el estrés oxidativo. Un
ejemplo de ello, se describe en un estudio en donde la sobreexpresion de GPx3 aumento con la

gravedad de la leucemia y estaba asociado con pacientes con riesgo adverso, como se puede
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ver en la Gréfica 7, asimismo, mediante la eliminacion del gen GPx3 por un plasmido (shGpx3)
se demuestra que esta enzima es indispensable para la competitividad y para la supervivencia

de las celulas de LMA (52).
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Gréfica 7. Expresion de GPx3 en muestras de médula 6sea de pacientes con LMA clasificados en grupos
de riesgo definidos citogenética y molecularmente como riesgo favorable, intermedio y adverso. Tomada
de Herault, O., Hope K. J., Deneault, E., Mayotte, N., Chagraoui, J. Wilhelm, B. T., Cellot, S., Sauvageau, M.,
Andrade-Navarro, M. A., Hébert J., Sauvageau, G. (2012). A role for GPx3 in activity of normal and leukemia

stem cells. The Journal of experimental medicine, 209(5), 895-901

Ademas de esto también se ha demostrado que otro polimorfismo de la familia GPx, la GPx4
ayuda a la célula tumoral a evitar la ferropoptosis. Lukas Probst, et al. han demostrado que al
utilizar RSL3 (un inhibidor de la molécula GPx4) y Ferrostatina-1 (Fer-1, un inhibidor de
molécula pequefia de la peroxidacion lipidica) en lineas celulares leucémicas Molt-4 (linea

celular de una LLA tipo T) y Jurkat (linea celular de una LLA tipo T) se induce la muerte
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celular, como se puede ver en la Grafica 8, recalcando entonces que la enzima GPx4 es

fundamental para la supervivencia celular (62).
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Gréfica 8. El tratamiento con RSL3, un inhibidor de GPx4, indujo la muerte celular en lineas celulares de
LLA. Tomada de Probst, L., Déchert, J., Schenk, B., & Fulda, S. (2017). Lipoxygenase inhibitors protect acute
lymphoblastic leukemia cells from ferroptotic cell death. Biochemical Pharmacology, 140, 41-52. https://doi-

org.ezproxy.javeriana.edu.co/10.1016/j.bcp.2017.06.112

Finalmente, en cuanto a la enzima GR, no se ha demostrado una relacién en cuanto a

quimioresistencia ni tampoco a un mal prondéstico en leucemia.

6.4. Caracterizacion inmunofenotipica de las lineas K562 y U937

El analisis del inmunofenotipo de las lineas celulares leucémicas arrojo que las celulas
K562 (eritroleucemia humana), se caracteriz por ser CD34", CD71*, CD105**"! CD45
Hintermedio 1) A DR", y CD117 *¥P! concluyendo que se trata de una linea de proeritroblastos
con perdida parcial de CD45 y expresion caracteristica de CD71, el cual es el receptor de la

transferrina, involucrado en la absorcion del hierro y que disminuye con la maduracion de los

eritrocitos.
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Segun la clasificacion de tumores Hematopoyéticos y enfermedades linfoides de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se cataloga a la leucemia eritroide con componentes
morfoldgicos correspondientes a mieloblastos y/o eritroblastos y proeritroblastos, de manera
que se reporta un inmunofenotipo CD117*, CD34", CD71*, CD105* y CD45*". Por tanto, el
inmunofenotipo realizado a la linea celular K562 corresponde a la de leucemia mieloide cronica
de tipo eritroide con evolucion a crisis blastica. Andersson y colaboradores, reportaron que
K562 es una linea de eritroleucemia ya que, se observé por medio de inmunofluorescencia que
expresa la principal sialoglicoproteina de glébulos rojos, es decir, la glicoforina (53) en su
superficie; una proteina que se encuentra exclusivamente en las células eritroides en la médula
6sea humana que, debido a su principal componente, el acido sidlico, le concede la carga
negativa superficial neta de las membranas para evitar las interacciones entre los eritrocitos

(54).
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Figura 1. Inmunofenaotipificacion de la linea K562.

En el caso de la linea U937, una linea de leucemia mieloide aguda con caracteristicas
de monocitos, se obtuvo un inmunofenotipo: CD45*, CD34*, CD117-, CD64*%"! CD4*, IREM-
2", CD14", HLADR', definiéndose como linea de mieloblastos con expresion aberrante de
CD4" y expresion caracteristica de CD64 e IREM-2, el primero también llamado FcyRI es un
antigeno que se expresa en monocitos y es un marcador de linaje granulomonocitico temprano
en progenitores hematopoyéticos CD34", el cual cumple un papel importante en la fagocitosis
a través de la endocitosis mediada por receptor de complejos de antigeno IgG, ya que
internalizan eficientemente complejos antigeno-anticuerpos y, por lo tanto, inducen un
procesamiento eficiente de antigenos en péptidos presentados por moléculas de clase Il del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (55). Y el segundo, IREM-2, es un antigeno
que se expresa en monocitos, y actla como receptor activador de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (1g) en el linaje monocitico (56).

Por otro lado, es importante mencionar que el antigeno CD4 es una glicoproteina
transmembrana tipo | de 55 kDa y miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas,
principalmente descrito como un marcador de subconjuntos de células T, también se puede

encontrar en células NKT, células linfoides innatas y macrofagos (57).
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Figura 2. Inmunofenotipificacion de la linea U937.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos es importante realizar el analisis de la
produccién de ROS, pues es sabido que la linea K562 generalmente presenta el gen de fusion
BCR-ABL, el cual como se menciono anteriormente eta asociado con la produccién de ROS y,
por otro lado, se reporta que la linea U937 sobre expresa genes antioxidantes como GCLM y
GCLC, involucrados en la sintesis como tal de glutation, por tanto, es interesante realizar los

analisis de produccion de glutation.

En este orden de ideas se espera evaluar el efecto de los extractos sobre la produccién
de ROS y glutation teniendo como antecedentes que el extracto Anamu SC, induce cambios
morfoldgicos sobre las células tumorales, altera los filamentos de actina, y detiene a estas
células en la fase G2 del ciclo celular, con posterior induccion de apoptosis (63).
Adicionalmente, este extracto en una linea de cancer de seno murino induce activacion del flujo
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glucaolitico, el cual desencadeno la disminucion de ATP intracelular, respiracion mitocondrial
y un bajo consumo de oxigeno, de manera que se observo una reduccion en el porcentaje de
proliferacion de las células tumorales (64). Por otro lado, en un estudio realizado por Murillo
en el afio 2018, se observo que en la linea K562 tratada con el extracto Anamu-SC se aumentan
los niveles de ROS de acuerdo con la concentracion del extracto debido a la induccion de estres

metabolico como lo hace la doxorrubicina (65) (66).

Por otra parte, se sabe que el extracto P2Et presenta actividad citotdxica, pues induce
apoptosis en lineas celulares de cancer de seno (4T1) y de leucemia (K562), por medio de
despolarizacion de la mitocondria, la activacion de la caspasa 3, la condensacion de la
cromatinay la disminucion de la capacidad clonogénica (67) y, ademas, se conoce que al tratar
la linea K562 con P2Et, los niveles de ROS disminuyen con las diferentes concentraciones
del extracto, respecto a los niveles basales como se demostré en el estudio de Murillo en el
afio 2018 (65).

En el caso de la linea U937, se ha demostrado que al ser tratada con el extracto Anamu SC, se
disminuyen los niveles de ROS con las diferentes concentraciones de este y adicionalmente,

se describid el mismo comportamiento al ser tratada con el extracto P2Et.

En efecto, se puede entender que los niveles de ROS son variables de acuerdo con el
tipo de leucemia, dado por la presencia de mutaciones o traslocaciones cromosémicas que
generan inestabilidad gendémica y activacion de vias de sefializacion de proliferacion y
supervivencia celular como es el caso de la linea K562, sin embargo, en la bldsqueda de
literatura realizada en este estudio, no se encontrd informacion acerca de la presencia de

mutaciones en la linea U937, posiblemente por el tipo de leucemia al que pertenece.
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Asimismo, se podria relacionar con la presencia de genes antioxidantes rexportados en
la literatura los cuales hacen que haya un mejor manejo de los niveles de ROS. En cuanto al
comportamiento de los extractos P2Et y Anamu SC sobre los mecanismos antioxidantes de las
lineas celulares tumorales, alin no se ha estudiado detalladamente, teniendo en cuenta el papel
dual que tiene el glutation al manejar por un lado el estrés oxidativo de las células tumorales,
pero por otro lado, al disminuir estos niveles de ROS, los cuales son necesarios para contribuir
a la leucemogénesis de las células tumorales, de manera tal que representa un tema de interés

para tratar en posteriores estudios.

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En las células madre hematopoyéticas, la produccion de ROS es menor y esta asociada
con el estado quiescente, la proliferacion, diferenciacion y senescencia celular. En las células
leucémicas se presentan altos niveles de ROS por diferentes fuentes: cadena de transporte de
electrones, enzimas NOX y generacion por parte de oncogenes, los cuales se asocian con la
activacion de vias de sefializacion para la proliferacion y supervivencia celular, de manera que
le otorgan a la célula propiedades de leucemogénesis. Sin embargo, los niveles de ROS deben
estar estrictamente regulados en las neoplasias para no generar un estrés oxidativo que las lleve
a la muerte celular, por ello, utilizan y alteran los sistemas antioxidantes como el glutation para
evadir la apoptosis celular. En células leucémicas se presenta una alta actividad del sistema del
glutation, presentando asi una sobrexpresién de los genes que codifican para las enzimas que
participan en este sistema. Sin embargo, al cuantificar la concentracion de GSH, los niveles
estan disminuidos por el consumo al contrarrestar el incremento de los niveles de ROS. En
contraste, en células normales de medula dsea, se observa una baja expresion de algunos genes

que codifican para las enzimas del sistema glutation. Sin embargo, al cuantificar la
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concentracion de GSH, estos niveles se encuentran mayores posiblemente por la baja demanda

en la regulacion del estrés oxidativo.

Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, el sistema del glutation posiblemente
puede jugar un papel importante en la resistencia a los quimioterapéuticos pro-oxidantes, al
controlar el estrés oxidativo generado en las células leucémicas, al presentarse una alta
actividad, sin embargo, podria ser perjudicial para la célula tumoral, el disminuir los niveles de
ROS, que como se menciond previamente, son necesarios para la progresion de la enfermedad,
ya que, se ha visto que estos niveles participan en la generacion de nuevas mutaciones que
estan involucradas en la resistencia a los quimioterapéuticos al provocar roturas en el ADN, y
al mismo tiempo, al alterar vias de sefializacion que estan implicadas en la proliferacion y
supervivencia celular. Por lo tanto, se necesitan estudios mas especificos que permitan entender
cudl seria el mecanismo por el que el glutation podria inducir la muerte celular tumoral y asi

utilizarlo en un futuro como blanco terapéutico.

Por otro lado, la determinacion del inmunofenotipo de las lineas celulares fue Gtil para
identificar los marcadores expresados segun el tipo de leucemia, siendo la linea K562 un
modelo de esta patologia con caracteristicas de proeritroblastos, en la que se reporta la
presencia del gen de fusion BCR/ABL, el cual contribuye a la produccion de los niveles de
ROS y U937 como linea de mieloblastos, en la que se informa la presencia de genes
antioxidantes que estan relacionados con la sintesis del glutation como lo es GCLC y GSS. Con
el fin, de utilizarlas como prototipo para el estudio del metabolismo tumoral y poder establecer
a futuro el efecto de los extractos naturales P2Et de Caesalpinia spinosa y Anami-SC de
Petiveria alliacea, sobre la produccion de ROS y glutatidn en estas lineas celulares leucémicas,
para aplicar el conocimiento sobre los mecanismos por los cuales estos extractos generan la

citotoxicidad ya reporta en distinto experimentos in vitro e in vivo.
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