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RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda T (LLA-T) es un tipo de cancer derivado del linaje
linfoide, y presenta un mal prondstico al ser quimiorresisente. El tratamiento de
eleccion es la quimioterapia y los farmacos que presentan mayor eficacia son las
tiopurinas. La Azatioprina (Aza) es la tiopurina mas toxica, debido a que se utiliza
mayor dosis ya que necesita ser biotransformada por grupos sulfhidrilo (SH)
presentes en el glutation o la cisteina cuya biodisponibilidad, en células
cancerosas, esta disminuida al contener niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS) elevadas. Por otro lado, las ROS provocan la oxidacion de las tiopurinas y
de sus metabolitos activos, disminuyendo asi, su efecto quimioterapéutico. La N-
acetilcisteina (NAC) es un antioxidante aprobado por la FDA, que podria
incrementar la biotransformacion de Aza al aportar grupos SH, favorecer la
resintesis de glutation y disminuir ROS. En este trabajo se utilizé a la par, Aza 'y
NAC en ceélulas Jurkat de LLA-T, para favorecer un incremento del efecto
antiproliferativo y apoptoético sin incrementar los niveles de ROS. De manera
individual, tanto Aza 1.0 y 2.0uM como NAC 3.0mM indujeron apoptosis y arresto
en el ciclo celular. Al utilizar Aza 1.0uM+ NAC 3.0mM de manera conjunta se
obtuvo un efecto antiproliferativo significativamente mayor (p<0.05), en relacién al
obtenido con Aza 2.0uM, mientras que el efecto apoptético fue estadisticamente
igual (p>0.05). La combinacién de Aza 1.0uM + NAC 3.0mM incrementaron el
arresto del ciclo celular en la fase G2/M; evento favorable para que las células
entren en proceso de apoptosis. Aza 1.0 y 2.0uM indujo un incremento
significativamente mayor (p<0.05) con respecto al control, mientras que NAC
3.0mM y NAC 3.0mM + Aza 1.0uM mantuvieron niveles de ROS estadisticamente
iguales a los del control; evento favorable en pro de disminuir el estrés oxidativo. En
conclusién, Aza y NAC ejercieron una interaccion antiproliferativa y apoptética

aditiva, sin incrementar los niveles de ROS.

Palabras clave: NAC, Aza, ROS, Glutatién, LLA-T



SUMMARY

T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is a type of cancer derived from
lymphoid lineage, and has a poor prognosis due to its chemoresistance. The
treatment of choice is chemotherapy and the drugs that have greater efficacy are
thiopurines. Azathioprine (Aza) is the most toxic thiopurine, because higher doses
are used in order to be biotransformed by sulfhydryl groups (SH) present in
glutathione or cysteine, whose bioavailability in cancer cells, decreases by the
elevated levels of reactive oxygen species (ROS). Furthermore, ROS induce the
thiopurines oxidation and its active metabolites, and then decresesj their
chemotherapeutic effect. N-acetylcysteine (NAC) is an antioxidant approved by the
FDA, which could increase the biotransformation of Aza for providing SH groups,
encourage the resynthesize of glutathione and decrease ROS. In this work it was
used Aza and NAC in Jurkat T-ALL cells in order to increase the antiproliferative
and apoptotic effect without increasing ROS levels. Individually, both Aza 1.0 and
2.0uM as NAC 3.0mM induced apoptosis and cell cycle arrest. Together, using Aza
1.0uM + NAC 3.0mM significantly induced an anti-proliferative effect (p was
obtained <0.05) compared to those obtained with Aza 2.0uM, while the apoptotic
effect was statistically equal (p> 0.05). The combination of NAC 3.0mM + 1.0uM
Aza increased cell cycle arrest at the G2/M phase; favorable to enter cells
undergoing apoptosis event. Aza 1.0 and 2.0uM induced a significantly greater
increase (p <0.05) compared to control, while NAC 3.0mM and NAC 3.0mM + Aza
1.0uM remained ROS levels statistically equal to the control; favorable event to
reducing oxidative stress. In conclusion, NAC Aza and exerted an additive anti-

proliferative and apoptotic interaction without increasing ROS levels.

Key words: NAC, Aza, ROS, ALL-T



1.

INTRODUCCION

Las leucemias son un tipo de cancer derivado de las células blancas
sanguineas conocidas como leucocitos, el cual impide el funcionamiento normal
de éstas células y el control sobre su proliferacion. Las leucemias pueden
clasificarse en cronicas o agudas dependiendo de la rapidez con la que la
enfermedad avanza y empeora. La leucemia crénica avanza lentamente y, al
principio de esta enfermedad, las células leucémicas pueden todavia realizar
algunas de las funciones de los leucocitos normales. Es posible que al principio
las personas no tengan ningun sintoma. Los médicos suelen descubrir la
leucemia cronica durante los examenes de rutina; antes de la aparicion de
cualquier sintoma. La leucemia aguda avanza rapidamente y, las células
leucémicas no pueden realizar ninguna de las funciones de los leucocitos
normales. Por esta razon, la leucemia aguda es la mas grave y presenta un mal
prondstico de supervivencia. Las leucemias se clasifican, también, de acuerdo
al linaje de la célula hematopoyética involucrada, mieloide o linfoide, las cuales
también se conocen como leucemia mieloblastica y leucemia linfoblastica

respectivamente de acuerdo al linaje.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se presenta principalmente en nifios, y
puede dividirse en LLA-T y LLA-B, siendo esta ultima la mas comun con un 80
% de prevalencia, mientras que la LLA-T tiene una prevalencia del 20 %. La
LLA-B es menos agresiva y generalmente presenta un buen prondstico,
mientras que la LLA-T tiene un pobre prondstico de supervivencia. Cuando la
LLA es diagnosticada en su inicio, la probabilidad de remision total es de hasta
un 90 %, sin embargo, cuando el diagndstico se realiza en una etapa avanzada,

practicamente no hay posibilidades de cura.



El tratamiento quimioterapéutico que se utiliza generalmente es multiagente
(varios medicamentos), para atacar a distintos mecanismos mediante los cuales
la célula leucémica sobrevive, crece y prolifera. Un solo medicamento
guimioterapéutico es capaz de generar graves efectos adversos mediante
diferentes mecanismos. Uno de los mecanismos téxicos de los agentes
guimioterapéuticos es la generacion de_especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés), cuyos niveles aumentan en células leucémicas. El
aumento de ROS puede matar las células leucémicas, pero también células
normales provocando patologias degenerativas en el paciente.

Las ceélulas leucémicas pueden desarrollar tolerancia a los medicamentos, por lo
gue la efectividad del tratamiento disminuye y es necesario aumentar la dosis.
El aumento en la dosis del medicamento puede repercutir en mayores efectos
adversos al paciente, por lo que es importante utilizar diferentes farmacos que
potencien el efecto sobre un mecanismo anticancerigeno para asi disminuir la

toxicidad.

La azatioprina es un pro-farmaco que se utiliza en enfermedades autoinmunes y
en la prevencion del rechazo de trasplantes. Es un inmunomodulador que
favorece el arresto del ciclo celular. Para ejercer su efecto inmunomodulador es
necesaria su biotransformacion no enzimatica a mercaptopurina y mediante
reacciones enzimaticas, la mercaptopurina es biotransformada a nucleotidos de
desoxitioguanosina (metabolitos activos). La biotransformacion no enzimatica de
azatioprina se lleva a cabo al reaccionar con grupos sulfhidrilo (SH), asi que su
biodisponibilidad dependera de la cantidad de SH en el medio. Debido que las
células leucémicas tienen mayores niveles de ROS, hay una disminucion de

glutation y la biotransformacion de Aza disminuye considerablemente.

La N-acetilcisteina es un farmaco aprobado por la FDA con capacidad
antioxidante debido a su grupo SH, por lo que su disponibilidad en el medio

favorecera la transformacién de azatioprina a mercaptopurina, y también
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eliminar4q especies reactivas de oxigeno, que son responsables de oxidar e
inactivar los metabolitos de azatioprina y de activar vias de sefializaciéon
mitogénicas y antiapoptéticas. Utilizar estos dos farmacos al mismo tiempo,
podria potenciar el efecto en el arresto del ciclo celular y apoptosis, asi como
disminuir ROS.



2. ANTECEDENTES

2.1Leucemias

La leucemia es una enfermedad neoplasica progresiva del sistema
hematopoyético, caracterizada por la proliferacion no controlada de células
progenitoras no asignadas o parcialmente asignadas a desarrollarse como
leucocitos. Las leucemias incluyen un grupo heterogéneo de neoplasias que
difieren respecto a su agresividad, célula de origen, caracteristicas clinicas y
respuestas al tratamiento. La leucemia se clasifica en dos grandes grupos con
base en la agresividad de la enfermedad: 1) aguda, la cual si no se trata
provoca rapidamente la muerte en unos meses, 2) cronica, una variante menos
agresiva, que si no se trata causa la muerte en meses 0 afos. Estos dos
grandes grupos se pueden clasificar en mieloides o linfoides, de acuerdo al
origen de la clona de la célula progenitora leucémica. Generalmente coexisten
ambos linajes, mieloides y linfoides, pero en diferente proporcion, y la

clasificacion se hara de acuerdo al linaje que predomine (McKenzie, 2009).

Los sistemas de clasificacion permiten vincular la agresividad de la enfermedad
y el origen de la célula, lo cual permite clasificar las leucemias en cuatro tipos:
leucemia mieloblastica aguda (LMA), leucemia mielocitica crénica (LMC),
leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia linfocitica cronica (LLC) (INC,
2014) (cuadro 1) a LMA afecta a células mieloides y es de crecimiento rapido.
Hay mas de 13 000 casos nuevos de leucemia cada afio afecta tanto a adultos
como a nifios. La LMC se presenta en células mieloides y por lo general es de
crecimiento lento al principio. Hay aproximadamente 5 000 casos nuevos cada
afio y predomina en adultos. La LLC se presenta en células linfoides y es por lo
general de crecimiento lento. Hay mas de 15 000 casos nuevos de esta

leucemia cada afio. A menudo, las personas que son diagnosticadas con esta



enfermedad son mayores de 55 afios, y casi nunca afecta a nifios. La LLA se
desarrolla a partir de células linfoides y es de crecimiento rapido. Hay mas de
5 000 casos nuevos de esta leucemia cada afio. La LLA es el tipo de leucemia
mas comun entre nifilos pequefios, representando un tercio de los canceres que
se diagnostican en nifios. Aunque también afecta a adultos con una prevalencia
del 20% (ACS, 2010).

Cuadro 1. Clasificacion de las leucemias (INC, 2011)

Mieloide Linfoide COtras
Leucemiz aguda mieloblastica LinfociticaT Indiferenciadade
promieloblastica Linfocitica B linea
monocitica De celulas nulas Celula mixta de
mielomonocitica [indferenciada) celulas asesinas
eritrocitaria mieloide/ natural
magacanoblastica
Leucemia cronica Mielocitica Linfocitica plasmo
mielomonocitica citica
[migloma multiple)
Celulas peludas
Prolinfocitica
Linfocitos de cgélulas
grandezgranulares

2.1.1 Leucemia linfoblastica aguda

La LLA afecta en su mayoria a nifios pequefios, con maxima incidencia entre los 2
y 5 aflos de edad. Se caracteriza por una elevada tasa de proliferacion de células
progenitoras linfoides. La célula linfoide predominante en la médula 6sea y en la
sangre periférica es el linfoblasto. Los linfoblastos son precursores de los linfocitos
(Hunger y col., 2012). Los linfoblastos leucémicos reemplazan al tejido
hematopoyético normal en la médula 6sea e infiltran los ganglios linfaticos, el bazo,
el higado, y otros 6rganos. La LLA se caracteriza por ser un trastorno heterogéneo,
con una variedad de subtipos morfolégicos e inmunitarios. Sin tratamiento la
supervivencia es corta,

pero con regimenes terapéuticos desarrollados
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recientemente, la mayoria de los nifios pasan a un periodo de remisién prolongada
(McKenzie, 2009).

2.1.2 Fisiopatologia bésica de la leucemia linfoblastica aguda

La anormalidad basica en LLA parece ser la mutacibn de una sola célula
progenitora linfoide, la cual da origen a una clona de linfocitos malignos. Estas
células linfoides tienen la capacidad de proliferar de manera no regulada y estan
detenidas en su secuencia de maduracion. Se desconoce el factor desencadenante
de la mutacion genética leucémica original, pero puede ser una combinacion de
factores leucemogénicos, los cuales factores favorecen el desarrollo de células
leucémicas y da origen a este tipo de leucemia (Zuckerman y Rowe, 2014). La LLA
representa un grupo de precursores B y T linfoides malignos que bloquean la
diferenciacion linfoide y conducen a la célula a un estado aberrante de proliferacion
y supervivencia. Los factores genéticos implicados en LLA son principalmente
hiperdiploidia (>50 cromosomas), hipodiploidia (<44 cromosomas), translocaciones
cromosémicas y rearreglos de genes. La mayoria de los genes relacionados con
LLA codifican proteinas relacionadas con el desarrollo linfoide, lo que favorece el
arresto en el desarrollo celular linfoide, y un evento secundario en la regulacién del
ciclo celular, supresion de tumores y remodelacién de la cromatina, o que dara

lugar al establecimiento de la clona leucémica (May col., 2014).

Las técnicas de Biologia Molecular actuales han permitido identificar aquellos
genes que estan implicados en el desarrollo normal linfoide y que se relacionan con
la LLA. Los genes son: reguladores transcripcionales del desarrollo linfoide (PAX5,
IKZF1, EBF1, LEF1), supresores de tumores (CDKN2A, CDKN2B, RB1, TP53),
genes de sefializacién linfoide (BTLA, CD200 TOX), reguladores de la cromatina y

reguladores epigenéticos (CTCF, CREBBP) (Mulligan, 2012). La secuenciacion de



amplio espectro de los subtipos de LLA, muestran alteraciones en varias vias
celulares que influyen en el prondstico de vida, incluyendo receptores de citocinas,
sefalizacion del oncogen Ras, factor similar al receptor de citoquina 2, cromosoma
Filadelfia (BCR-ABL), proteina similar a BCR-ABL, sobreexpresién y mutacion de la
cinasa Janus (Asselin y col., 2013).

2.1.3 Epidemiologia

El registro epidemiologico de neoplasias hemato-oncoldgicas indica que del 2007 al
2012 se registro un promedio de 10,200 casos por afio, siendo la LLA el 9.6 % del
total. La LLA tiene una incidencia de 4 a 5 por cada 100,000 habitantes de 2 a 4
afos de edad. Dicha incidencia disminuye durante la infancia tardia, la
adolescencia, edad adulta y alcanza una incidencia de 1/100_000 habitantes en los
adultos de 50 afios 0 mas. Sin embargo, en México esta incidencia es en nifios y
adultos en conjunto (INC, 2014). La LLA es mas comun en hombres; en México se
reporta una tasa de mortalidad del 6.1, y después de los 35 afios de edad, se
duplica tanto en hombres como en mujeres, y alcanza su nivel maximo en grupos
de 65 afios (GPC, 2009). La LLA representa el 80 % de las leucemias en nifios y el
20 % en adultos y un tercio del total de los canceres diagnosticados en nifios de 0 a
14 afios es LLA. En Estados Unidos la incidencia es de 8 por cada 100,000
habitantes (ACS, 2014).

La LLA de células B se presenta en el 80 % de los casos de LLA y tiene, por lo
general, un buen prondstico. Sin embargo, la LLA de células T (LLA-T) se presenta
de un 15 a 20 % de los casos de LLA y tiene un pobre prondstico, ya que presenta

resistencia a la quimioterapia sola y combinada (INC, 2014).



En las figuras 1 y 2 se indican los porcentajes de supervivencia de LLA a cinco

afios en pacientes de paises desarrollados y en vias de desarrollo. A la fecha, en

paises desarrollados, se han alcanzado porcentajes de supervivencia de mas del

90 %, con lo cual se propone que las estrategias de tratamiento han sido eficaces,

a diferencia de las adoptadas en los paises en vias de desarrollo (HIM, 2012).

México, al igual que el resto de los paises de desarrollo mostrados en la figura 2,

no alcanza porcentajes de supervivencia del 80 %. Esto es un indicativo de la

urgencia de nuevas estrategias terapéuticas.
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Figura 1. Porcentaje de supervivencia a cinco afios de pacientes con LLA en paises

desarrollados (Rendén-Macias y col., 2012).
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Figura 2. Porcentaje de supervivencia a cinco afios de pacientes con LLA en paises

en vias de desarrollo (Rendoén-Macias y col., 2012).

2.1.4 Datos clinicos

El inicio de la enfermedad suele ser abrupto y continda de manera progresiva. Los
sintomas estan vinculados con anemia, trombocitopenia y neutropenia. Las quejas
comunes incluyen fatiga, palidez, fiebre, pérdida de peso, irritabilidad y anorexia. La
fiebre se vincula frecuentemente con una infeccion concomitante. Hay petequias y
equimosis en mas de la mitad de los pacientes, la hemorragia es menos comun.
Existe dolor 6seo en cerca del 80% de los pacientes que manifiestan

hipersensibilidad, especialmente sobre los huesos largos. Los nifios rehdsan, con
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frecuencia, caminar o estar de pie, ademas tienen sintomas relacionados con
afeccion del sistema nervioso central, los cuales incluyen cefalea y vomito. La
esplenomegalia, hepatomegalia y linfadenopatia son hallazgos comunes en LLA
(Mulligan, 2012).

2.1.5 Diagnostico

El diagnostico comprende los exadmenes fisicos, pruebas de laboratorio y
moleculares. ElI examen fisico puede revelar hematomas, hepatomegalia,
esplenomegalia e inflamaciéon de los ganglios linfaticos y signos de sangrado como
petequias. Los examenes de sangre abarcan el conteo de los leucocitos y linfocitos
especificamente, conteo de plaquetas, biopsia y aspirado medular. También se
realiza puncion lumbar para buscar células leucémicas en el liquido cefalorraquideo
(Williams, 2009).

El andlisis molecular se realiza para buscar cambios cromosémicos en el ADN en
los linfocitos. Ciertos cambios en el ADN pueden determinar la evolucion del

paciente (prondstico) y el tratamiento mas adecuado (Mulligan, 2012).

En la figura 3 se observan linfoblastos sanguineos de un paciente masculino de 9
afos, el cual fue diagnosticado con LLA-T (ACS, 2013). Se realiz6 la tincion de
Wrigth para observar los linfoblastos de sangre periférica._Se oberva que abundan

y predominan los linfoblastos, asi como bajos niveles de glébulos rojos.
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Figura 3. Frotis sanguineo teflido mediante el método de Wrigth, de un paciente
con leucemia linfoblastica aguda (ACS, 2013)

2.1.6 Tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda

La LLA, en adultos, es tratada principalmente con quimioterapia a largo plazo y con
regimenes mas intensivos cada vez. Esto ha favorecido el aumento en la tasa de
supervivencia, pero también la probabilidad de causar efectos secundarios. En la
LLA infantil, el tratamiento es de acuerdo al estatus de riesgo. El Instituto Nacional
del Cancer (INC) clasifica a los pacientes en dos grupos:

*Riesgo estandar: recuento de glébulos blancos menor de 50,000/uL y entre 1y
menos de 10 afios de edad.

*Riesgo alto: recuento de glébulos rojos de 50,000/uL o mas, y mas de 10 afios de
edad.

El tratamiento de la LLA infantil incluye radioterapia craneal, debido al riesgo de
leucemia en el SNC (INC, 2014). Actualmente se utilizan diversas estrategias de
tratamiento como lo es el trasplante de médula ésea y factores de crecimiento, con

la finalidad de suplantar tejido hematopoyético leucémico por sano y modificar la
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cinética de proliferacién respectivamente (cuadro 2).

Cuadro_2. Farmacos usados en la terapia de Leucemia linfoblastica aguda

(McKenzie, 2009)

Farmaco

Clase

Accion

Arabindsido de citosina

Antimetabolito pirimidina

Inhibe sintesis del ADN

Daimpribocina

Antibiético antraciclina

Inhibe sintesis del ADN y
del ARN

Doxorrubicina

Antibiético antraciclina

Inhibe sintesis del ADN y
del ARN

5-Azacitidina

Antimetabolito pirimidina

Inhibe sintesis del ADN y
del ARN

6-Tioguanina

Antimetabolito purina

Inhibe sintesis de purinas

Metilglioxal Bis Desconocida Desconocida

AMSA Desconocida Se fija al ADN

Prednisona Glucocorticoide Lisa linfoblastos

Vincristina Alcaloide Inhibe sintesis de ADN y
formacion de  husos
mitoticos

Asparaginasa Enzima Degrada la asparagina
endogena

Daunorrubicina

Antibiético antraciclina

Inhibe sintesis del ADN y
del ARN

Metotrexato Antimetabolito del acido | Inhibe sintesis de
félico pirimidinas

6-Mercaptopurina Antimetabolito de la | Inhibe sintesis de
purina pirimidinas

Ciclofosfamida

Agente alquilante

Se entrecruza con hebras
del ADN

2.1.6.1 Quimioterapia

La quimioterapia es el tratamiento de eleccion para el tratamiento de LLA. El
objetivo de este tipo de terapéutica consiste en erradicar todas las células malignas
dentro de la médula Osea, para permitir la repoblacion con precursores
hematopoyéticos normales. El problema con este tipo de tratamiento es que los
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farmacos usados no son especificos para las células leucémicas. Los agentes
quimioterapéuticos también actdan sobre células normales. La mayor parte de los
farmacos usados para tratar la LLA se clasifican en tres grupos: antimetabolitos,
agentes alquilantes y antibiéticos (McKenzie, 2009).

Los antimetabolitos, los mas utilizados en la LLA, son antagonistas de las purinas o
de las pirimidinas los cuales inhiben la sintesis del ADN. Estos farmacos matan a
las células en el ciclo celular y afectan a cualquier célula en rapida division. Los
antimetabolitos también matan a las células que recubren el intestino, el epitelio
germinal de los foliculos pilosos y las células hematopoyéticas normales, esto
causa complicaciones de perturbacion gastrointestinal, pérdida de pelo y citopenias
gue pueden poner en riesgo la vida del paciente (Rosenberg y Krontiris., 2000).

La terapéutica de LLA se divide en tres fases. La fase de induccion esta disefiada
para lograr la remision clinica de la enfermedad (erradicacion de la poblacion de los
blastos leucémicos) y tiene una duracion de 28 dias. Esta fase se continta por la
etapa profilactica del sistema nervioso central (SNC). La segunda fase es la de
consolidacion que tiene como objetivo reducir ain mas las células leucémicas
debajo de los niveles detectables, tiene una duracion de 30 dias. Incluye la
intensificacion de la terapia dirigida al SNC. La leucemia del SNC es la variedad
mas comun de recidiva en nifios pequefios, quienes no han sido sujetos de
tratamiento especifico del encéfalo y la médula espinal tempranamente en la
remision (Hunger y col., 2012). Las dos modalidades de tratamiento en la fase
profilactica del SNC, son la irradiacion craneal y la quimioterapéutica intratecal. La
tercera fase es la quimioterapéutica de mantenimiento, llamada también
citorreductora o consolidacién de la remisidn, y esta disefiada para evitar esta
recidiva y prolongar la remisién, erradicando las células leucémicas restantes. Esta
fase puede durar hasta 3 afios. La tasa de recidivas después de la suspension de

todo tipo de tratamiento es cercana a 25 % (ACS, 2012).
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La fase de mantenimiento es muy importante ya que evita las recidivas, porque la
mayoria de los pacientes que cesan la quimioterapia tienen recaidas. Sin embargo,
el tratamiento es toxico para el paciente, es por eso que la duracién de la fase de
mantenimiento est4 en continuo debate. Se ha observado que si se continda por
seis meses adicionales de quimioterapia, después de la remisién completa el
namero de recidivas disminuye significativamente. Por otro lado, ademas de un
aumento en la tasa de supervivencia se han identificado aumentos en las tasas de
muerte no leucémicas, es decir, muertes asociadas a la toxicidad del tratamiento
(Hunger y col., 2012). Esto da pauta a priorizar la identificacién de pacientes que no
requieren un tratamiento tan intenso 6 en el mejor de los casos, implementar

tratamientos menos toxicos pero efectivos.

Las tiopurinas son los farmacos mas utilizados en todas las fases de la
guimioterapia, en especial en la etapa de mantenimiento. Se ha reportado que los
pacientes que cesan el tratamiento con tiopurinas tienden a tener recaidas e
incluso sucumbir a la enfermedad (ACS, 2012). Es por eso que se consideran los

farmacos mas importantes junto con el metotrexato en la LLA.

2.2 Tiopurinas

La familia de las tiopurinas incluye a 6-mercaptopurina (6-MP), 6-tioguanina (6-TG)
y azatioprina (Aza), las cuales son antimetabolitos que se usan también para el
tratamiento de desordenes en la piel (psoriasis), artritis reumatoide, prevencion de
rechazo de trasplante y desordenes inmunoldgicos gastrointestinales. Al ser
antimetabolitos, ejercen su efecto al mimetizar la estructura de los metabolitos
enddgenos, para asi generar una disrrupcién de los procesos bioquimicos celulares
normales (Elion y col., 1989). La 6-MP es un anélogo de la hipoxantina, mientras
gue la azatioprina es el profarmaco de 6-MP, es decir, requiere de una previa
biotransformacién. Por otro lado, la 6-TG es un analogo de la guanina. La Unica
diferencia entre estos metabolitos y los metabolitos enddgenos, es el atomo de

azufre en lugar del oxigeno. La 6-TG y 6-MP son las tiopurinas mas utilizadas en el
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tratamiento de la LLA, a diferencia de la Aza, de la cual se requiere una mayor
dosis debido que requiere mas pasos de biotransformacion; ademas de
considerarse la tiopurina que causa mayores efectos secundarios (Oncolex, 2014)

2.1.6.2 Azatioprina

La Aza, al igual que las demas tiopurinas, interfiere con la sintesis de ADN y por
tanto tiene su mayor efecto en tejidos en division, inhibiendo la proliferacién
linfocitaria. La Aza es una pro-droga que es convertida in vivo a 6-MP por medio de
un ataque no enzimatico llevado a cabo por compuestos que contienen grupos
sulfhidrilos (SH) como el glutation o la cisteina que estan presentes en cada célula
(Figura 4) . La 6-MP puede ser convertida a acido 6-tiodrico por la xantina oxidasa,
a 6-metil-MP por la tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) o a 6-TG por la hipoxantina
fosforribosil transferasa (HPRT) (Tiede y col., 2003). La 6-TG, posteriormente es
transformada por reacciones enzimaticas a nucleétidos de tioguanina o nucleétidos
de desoxitioguanosina (dTG), los cuales son los metabolitos activos que median las
propiedades inmunosupresoras. Los nucledtidos de desoxitioguanosina son
sustratos para la incorporacion a los acidos nucleicos, desde los primeros estadios
del metabolismo de las purinas, enlenteciendo todo el proceso de sintesis de ADN
y deteniendo la proliferaciéon celular (Karran, 2007). Por otro lado, se han
encontrado discrepancias en cuanto al mecanismo de accion en todas las
tiopurinas en general, en especial en cuanto a qué fase del ciclo celular logran
ejercer arresto, ya que se ha observado que acttan tanto en la fase G1/S como en
la fase G2/M. Xiao y colaboradores, en 2014, determinaron que el metabolito dTG
inhibe preferentemente a las ciclinas Ay E y a la cinasa dependiente de ciclina
CDKA4, las cuales promueven el progreso de la fase G1 a S sin embargo, también
pueden inhibir a CDK1 y la ciclina D, las cuales promueven el progreso de la fase
G2 a M. Ademas, estudiaron el proteoma de células Jurkat de leucemia linfoblastica
aguda T, y determinaron que las tiopurinas eran capaces de inhibir principalmente
proteinas G y pequefias proteinas G que los linfocitos utilizan para vias de

supervivencia y proliferacién (Xiao y col., 2014).
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Figura 4. Reaccion del glutatién con azatioprina. En (a) se observa la reaccion del
atomo de azufre del glutation con el carbono 5 del grupo imidazol de azatioprina,
para liberar a 6-Mercaptopurina y un derivado imidazélico. En (b) se observa la

estructura de azatioprina en solucion acuosa (kurtovic y col., 2008).

La Aza también tiene la capacidad de ejercer un efecto apoptotico al activar el
mecanismo de reparacion de errores de mal emparejamiento de bases (MMR). El
sistema de reparacion MMR normalmente sélo detiene la replicacion para reparar el
error, pero el constante error de emparejamiento causado por Aza induce apoptosis
mediado por MMR (Karran y col., 2003). Poppe y colaboradores, en 2006,
evaluaron el efecto apoptético de Aza en linfocitos T, y determinaron que el
metabolito tioguanosina trifosfato, ejercia apoptosis al inhibir la proteina G Rac-1,
gue media sefales de supervivencia desencadenadas por accion del CD28. Otro
mecanismo mediante el cual Aza ejerce apoptosis es por dafio mitocondrial, al
incrementar los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disminuir la
expresion de enzimas mitocondriales implicadas en el transporte de electrones, lo

gue conduce a la pérdida de la viabilidad mitocondrial y celular (Zhang y col., 2013).
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Figura 5. Sitios de accion de la Aza en un linfocito T interactuando con una célula

presentadora de antigeno (CPA) (Tiede y col., 2003).

En la figura 5 se muestra el mecanismo de accion general de Aza y otros farmacos
en el linfocit T. La Aza ejerce arresto en en ciclo celular en la fase GO/G1, al inhibir
la sintesis de novo de purinas. asi como la inhibicion de la proteina Rac-1, lo cudl

interfiere con la via de sefializacion antiapoptética.
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Figura 6. Via metabdlica de azatioprina. TPMT: tiopurina metiltransferasa; HGPRT:
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa; Aza: azatioprina; TIMP: tioinositol
monofosfato; GMPS: guanosina monofosfato; TGMP: tioguanina monofosfato;

dthioGTP: desoxitioguanosina trifosfato; MeTGMP: metiltioguanina monofosfato;

MeTIMP: metiltioinosina monofosfato; 6-MP: 6-mercaptopurina; 6-TG: 6-tioguanina.

(Tiede y col., 2003).

La Aza tiene gran actividad antineoplasica, sin embargo, provoca efectos toxicos en
el organismo, los cuales se relacionan con su mecanismo de accion y con la mayor
dosis, en comparacion con las otras tiopurinas. Esto se debe a que la Aza requiere
de mas reacciones enzimaticas para la formacién de metabolitos activos, tal como
se muestra en la figura 6. Aza puede provocar variaciones en el volumen
corpuscular medio de los eritrocitos, asi como inmunosupresion. Estos parametros
han sido utilizados para la monitorizacion del tratamiento con Aza. La
inmunosupresion provoca leucopenias, principalmente en pacientes con la
enfermedad de Crohn. Lennard y colaboradores reportaron que los niveles de dTG

pueden determinarse en el interior de los eritrocitos mediante técnicas de
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cromatografia de alta resolucidbn y se ha demostrado que la concentracidén
intraeritrocitaria refleja su existencia en los tejidos. De este modo, se ha
evidenciado que las concentraciones intracelulares de dTG estan relacionadas con
la toxicidad y con el efecto terapéutico de la Aza y que los efectos mielosupresores
y linfosupresores, parecen depender de la cuantia de este metabolito. Por tanto, su
determinacién se ha propuesto como un marcador Gtil para la monitorizacion del
tratamiento con Aza (Lennard y col., 1997). La monitorizacién del tratamiento con
Aza estd en base a su biotransformacion, ya que se puede inferir la
biodisponibilidad de sus metabolitos en base a la actividad de las enzimas

encargadas del metabolismo de Aza (Lennard y Lilleyman., 2009).

La enzima TPMT es responsable de la conversion de la Aza en sus metabolitos
inactivos, la 6-metilmercaptopurina, la cual es responsable de la hepatotoxicidad
(Escousse y col., 1998). Por lo tanto, la actividad de la enzima TPMT parece ser un
factor importante en la regulacion de las concentraciones de los metabolitos activos
y toxicos de Aza. Asi, en los pacientes con baja actividad de la TPMT se observan
elevadas concentraciones de dTG, mientras que en aquellos con alta actividad
enzimatica las concentraciones de dTG son bajas. Mediante la determinacion de la
actividad enzimatica de la TPMT no solo podria estimarse el riesgo de sufrir efectos
adversos, sino también la probabilidad de que la dosis administrada de Aza esté
produciendo la inmunodepresion adecuada y el consiguiente efecto terapéutico.
Los pacientes con una actividad reducida de TMPT tienen un mayor riesgo de
experimentar toxicidad debido a la acumulacién excesiva de 6-MP. En estos
pacientes debe tenerse en cuenta la necesidad de utilizar una dosis menor a la
estandar descrita (Lowry y col.,, 2001). La dosis de AZA y 6-MP se ajustan
habitualmente en funcién del peso del paciente, con lo que se pretende alcanzar la
mayor eficacia terapéutica y al mismo tiempo reducir la incidencia de efectos
adversos, aunque esto no siempre se consigue. Stocco y colaboradores, en 2014,
determinaron que el efecto terapéutico y la dosis de Aza estan determinados por la
concentracion y actividad de la enzima TPMT, por consiguiente la dosis de Aza

debe ser individualizada (Coulthard y col., 2001).
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Los efectos adversos mas comunes del tratamiento con Aza incluyen la
mielotoxidad (2-4% de los pacientes tratados) es dosis-dependiente y reversible, y
se expresa habitualmente como leucopenia, aunque también es posible su
aparicion en forma de anemia o trombocitopenia. A nivel gastrointestinal, son
frecuentes las nauseas y vémitos. Es menos recurrente la reaccién de
hipersensibilidad idiosincrasica, que puede cursar con fiebre, exantema, artralgias,
malestar general, incrementos de fosfatasa alcalina, bilirrubina y transaminasas. La
pancreatitis y colestasis, deterioro de la funcion hepética también son poco
frecuentes (Drugs.com, 2014). La hepatotoxicidad es un tema de controversia en el
tratamiento con Aza. Al y colaboradores, en 2014, evaluaron la hepatotoxicidad de
Aza en hepatocitos de rata en un modelo in vitro. Determinaron que Aza induce

citotoxicidad dosis dependiente, con una dosis letal media de 400 uM.

Los mecanismos subyacentes a la citotoxicidad se deben a la sobreproduccion de
ROS y a la deplecién de glutation, por lo cual disminuye la oxidacion de metabolitos
activos y disminuye la biotransformacion de Aza. En el estudio realizado por Al y
colaboradores determinaron también, que la N-acetilcisteina reduce la citotoxicidad
mediada por Aza al disminuir la concentracién de especies reactivas de oxigeno y
favorecer la formacion de glutation (Al y col., 2014). Las ROS tienen la capacidad
de oxidar a las tiopurinas y a sus metabolitos , tal como se muestra en la figura 7
(Karran, 2007). Las bases tiopuricas de Aza en su forma oxidada, después de
reaccionar con ROS, cambian su espectro de absorcion. Las bases normales de
adenina y guanina tienen un espectro maximo de absorcion de 260 nm, en la region
UV. Mientras que las bases tiopuricas tienen un espectro maximo de absorcion de
340 nm. Una disminucion en el espectro de absorcion de las bases tiopuricas es
indicativo de oxidacién de las mismas (O’'Donovan y col., 2005). Las tiopurinas,
como la Aza, al reaccionar con especies reactivas de oxigeno (ROS), son
convertidas a radicales libres y derivados oxidados. Estos son mas reactivos y
mutagénicos, pudiendo desencadenar otro tipo de cancer y disminuyendo su efecto
antineoplasico (Warren y col., 1995). Las células cancerosas generan mayores
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niveles de ROS, por lo que al administrar tiopurinas, éstas serdn oxidadas,
aumentando su efecto mutagénico y disminuyendo el efecto antineoplasico. Por lo
anterior,_es importante mantener niveles bajos de ROS, manteniendo el estado
redox para aumentar la biodisponibilidad de metabolitos tiopuricos activos y

disminuir la citotoxicidad de las tiopurinas (Karran, 2007).
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Figura 7. Oxidacion de bases tiopuricas por ROS. Las especies reactivas de
oxigeno generadas por metabolismo celular o por induccién de agentes externos
atacan a las bases tiopuricas, generando metabolitos oxidados que pueden ejercer

arresto del ciclo celular, apoptosis y mutaciones (Karran, 2007)

2.2 Radicales libres en cancer

Los radicales libres pueden producirse como resultado de la oxidacion celular. Las
principales especies oxidantes incluyen a las ROS como el radical superdxido,
hidroxilo y peréxido de hidrogeno. Un numero limitado y controlado de estos
radicales libres resulta benéfico para el organismo, porque la accién que ejercen

dentro del sistema inmunolégico, dado que son capaces de eliminar
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microorganismos patdgenos (Storz, 2007). Cuando el numero de radicales libres
aumenta causan inestabilidad induciendo resultados negativos como el inicio del
cancer. Esto se debe por que los radicales libres alteran el ADN, afectando asi la
integridad gendémica. Cuando las células pierden su integridad gendémica no son
capaces de regular su proliferacién, ademas de que los radicales libres activan vias
de sefalizacion implicadas en la supervivencia y proliferacion celular (Stor). Las
vias de sefializacion sensibles a radicales libres y a ROS se elevan de manera
persistente en muchos tipos de cancer. Estas vias de sefalizacion participan en
proliferacién y crecimiento, diferenciacién, sintesis proteica, metabolismo de
glucosa, supervivencia celular e inflamacion (Storz, 2005). El mecanismo mediante
el cual los radicales libres y ROS pueden activar estas vias de sefalizacion es
mediante la oxidacion reversible de proteinas como tirosin fosfatasas, tirosin
cinasas, receptores tirosin cinasas y factores de transcripcion (Chiarugui y Fiaschi,
2007). Se ha reportado que oxidacibn de regiones protéicas especificas,
principalmente en residuos de cisteina, da lugar a la activacion de vias de
sefalizacion tales como MAPK/Erk1/2, PI3K/Akt y NF-kB. La activaciéon de dichas
vias da lugar la progresion del ciclo celular, proliferacién, supervivencia celular-
apoptosis, metabolismo energético, angiogénesis, entre otros procesos celulares
(Liou y Strorz, 2010).

El estudio realizado por Schumacker, en 2006, reportd que las células
cancerigenas pueden producir mas radicales libres que las células normales, lo que
da lugar a un mayor nimero de mutaciones y resistencia a farmacos (Schumacker,
2006). Cuando hay un incremento de radicales libres se genera un ambiente de
hipoxia, la cual es una caracteristica prominente de tumores avanzados. Los
radicales libres, también determinan la activacion de varios factores de
transcripcion, entre ellos el NF-kB, que es un factor transcripcional redox que da
lugar a la activacion de genes proinflamatorios y antiapoptéticos. Ademas del
metabolismo celular, los farmacos quimioterapéuticos por si mismos son capaces
de producir radicales libres como un mecanismo adicional para eliminar las células

cancerigenas. Por lo tanto, en estados de cancer en tratamiento quimioterapéutico

22



se observan niveles incrementados de radicales libres, esto favorece la muerte
celular por dafio oxidativo, pero también puede favorecer Ila propagaciéon de
mutaciones y la progresion del cancer (Bertout y col., 2008).

El incremento en los niveles de radicales libres provoca la disminucion de
antioxidantes, favoreciendo asi efectos adversos como la aparicion de
enfermedades degenerativas como alteraciones del aparato circulatorio, del
sistema nervioso, entre otras. Es importante mantener un equilibrio entre los niveles
de antioxidantes y radicales libres, de tal manera que los antioxidantes no
interfieran con el tratamiento quimioterapéutico y que los radicales libres no

favorezcan la progresion del cancer y de otras enfermedades.

2.3 N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC) es un precursor de la L-cisteina, asi como un dador de
grupos sulfhidrilo. Este farmaco favorece la formacion de glutation, al aportar la
cisteina necesaria para su sintesis y la reduccion de las especies reactivas de
oxigeno. El efecto mucolitico de NAC se ha comprobado desde hace décadas, se
utiliza en el tratamiento de las afecciones bronquiales agudas y cronicas. Asimismo,
ha sido evaluada para el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), las enfermedades del intersticio pulmonar, la intoxicacion por
paracetamol y la enfermedad cardiaca isquémica, renal, hepatica, entre otras (Tse
y Tseng, 2014).

La NAC ejerce un efecto antioxidante al promover la sintesis de glutation y por si
mismo mediante la reaccién de intercambio tiol-disulfuro y donacion de electrones
para reducir proteinas y radicales libres respectivamente (Kim y col., 2001). El
efecto antioxidante de NAC se ha demostrado in vivo, como en el estudio realizado
por Mata y colaboradores, en 2003, donde se demostré que la NAC administrada
via oral puede reducir la produccion de especies reactivas de oxigeno y la pérdida

de glutatién pulmonar inducida por cigarrillo (Mata y col., 2011).
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Debido al efecto antioxidante y al grupo SH de NAC, ésta podria favorecer la
biotransformacion de Aza y el incremento de sus metabolitos activos al disminuir
especies oxidantes en la célula. Esto supondria el uso de un antioxidante y un
farmaco quimioterapéutico al mismo tiempo. Aunque el uso de antioxidantes en la
quimioterapia es comun, se realiza Unicamente como desintoxicante de estrés
oxidativo y no como un potenciador de la quimioterapia (ACS, 2012). Se estima que
aproxidadamente 13 a 87% de los pacientes bajo quimioterapia son prescritos con
antioxidantes. Este amplio rango se debe a que no se ha llegado a un consenso
final sobre el efecto de un antioxidante en el cancer. Algunos autores afirman que
los antioxidantes pueden favorecer la supervivencia y proliferacion celular al
disminuir ROS, los cuales aumentan por efecto de la quimioterapia y por el
metabolismo celular; de esta manera la célula cancerosa no moriria por dafio
oxidativo. Sin embargo, otros autores reportan que los antioxidantes pueden
modificar el estado redox y por lo tanto la actividad de proteinas que participan en
vias de sefalizacion y supervivencia, lo cual favoreceria el efecto antineoplasico
(Ferraro, 2006).

La NAC se utiliza en pacientes con cancer para desintoxicar el organismo de ROS,
de esta manera se logra un efecto protector, pero se podria sacrificar el efecto
antineoplasico y perder el control que se hubiera logrado sobre el cancer (Neuwelt
y col., 2004). En 2004, Neuwelt y colaboradores determinaron que NAC ejerce un
efecto quimioprotector sin disminuir el efecto antitumoral de cisplatino en un modelo
in vivo en ratas. Asi mismo, Chen y colaboradores, en 2011 determinaron el mismo
efecto de NAC al utilizar isofosfamida (Chen y col., 2011). Sin embargo, NAC
también puede bloquear el efecto apoptoético por dafio oxidativo de farmacos que
favorecen el incremento de ROS (Wu, 2006), de tal manera gue no se puede llegar
a un consenso del efecto definitivo de un antioxidante como NAC y un farmaco

antineoplasico.
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Las tiopurinas, en especial Aza, provocan hepatotoxicidad como uno de los
principales efectos adversos, por lo que atenuar dicha hepatotoxicidad con
antioxidantes es un enfoque que se busca en la quimioterapia. Akbulut y
colaboradores, evaluaron el efecto hepatoprotector de NAC frente a metotrexato, el
cual es conocido por su hepatotoxicidad. Se inyectaron via peritoneal dosis de
metotrexato, metotrexato y NAC a ratas Spargue Dawley y se observé que la NAC
redujo la produccién de radicales libres y aumenté la actividad de enzimas
antioxidantes, lo que se tradujo en una reduccion de la hepatotoxicidad causada
por metotrexato (Akbulut y col., 2014).

El efecto antioxidante de la NAC se ha evaluado también en humanos expuestos a
plomo, el cual induce la produccion de radicales libres. Kasperczyk y colaboradores
evaluaron la capacidad antioxidante de NAC al administrarla via oral una dosis de
400-800 mg, a trabajadores expuestos a plomo. Se midieron previamente niveles
de albumina y bilirrubina para evaluar que no causara hepatotoxicidad. Como
marcador de dafio oxidativo se midieron niveles de hidroperéxidos lipidicos.
Después de la administracion de NAC se observo una disminucion de los niveles
de hidroperoxidos lipidicos y no hubo cambio significativo en los niveles de
bilirrubina y albumina. Con esto se concluyéo que la NAC ejerce un efecto

antioxidante y es inocua (Kasperczyk y col., 2014).

Wu y colaboradores evaluaron el efecto de NAC sobre el estrés oxidativo,
apoptosis y la actividad de NF-k3 en conejos con falla cardiaca. Los conejos fueron
inyectados via intravenosa con NAC y otro grupo no recibio tratamiento. Aquellos
conejos que recibieron el tratamiento con NAC mostraron una disminucion de
agentes oxidantes, aumento de los niveles de glutation, asi como una disminucién
de las actividades de NF-kB y caspasa 9. Esto indica que la NAC ejerce un doble
efecto antioxidante mediante la interaccion directa con especies oxidantes y por
favorecer la formacién de glutation. El efecto antiapoptotico se debid a la proteccion

mitocondrial al disminuir los niveles de especies oxidantes (Wu y col., 2008).
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La curcumina, metabolito de la circuma, induce un aumento de especies reactivas
de oxigeno e induce autofagia en células cancerosas. Lee y colaboradores trataron
células humanas HCT116 de cancer de colén con curcumina y con NAC para
evaluar el efecto antiautofagico de NAC. Las células tratadas s6lo con curcumina
presentaron niveles elevados de especies reactivas de oxigeno, lo que indujo
autofagia, mientras que las células tratadas con curcumina y posteriormente con
NAC mostraron una disminucién significativa de los niveles de especies reactivas
de oxigeno y de actividad autofagica. Se observo también, que la NAC inhibi6 la
activacion de la via ERK y MAPK, relacionadas con supervivencia y proliferacion, lo
cual se relaciona con la disminucion de especies reactivas de oxigeno (Lee y col.,
2011).

Wu y colaboradores reportaron que el gen promotor de tumor, TPA, induce la
activacion de las vias de PKC, ERK y disminucion de la expresion de integrinas y
cadherinas, siendo estos factores responsables del crecimiento y migracion celular.
La activacion de estas vias esta relacionada con un aumento en los niveles de
especies reactivas de oxigeno. Las lineas celulares HepG2 y Huh7 que presentan
las caracteristicas mencionadas fueron tratadas con NAC y se observé disminucion
del crecimiento y migracion celular, lo cual se relacioné con la disminucion de
especies reactivas de oxigeno. La NAC es un eficaz antioxidante, inocua, que
puede utilizarse durante la quimioterapia para regular los niveles elevados de
radicales libres y prevenir el progreso del cancer, asi como la aparicion de otras
patologias. O Donovan y colaboradores, en 2005, demostraron que NAC es capaz
de disminuir ROS y, a su vez, los metabolitos oxidados y mutagénicos de las
tiopurinas, generados por su reaccion con ROS (O'Donovan y col., 2005). Sin
embargo, la dosis de NAC debe regularse de tal manera que no interfiera con el

tratamiento quimioterapéutico.
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JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad con una incidencia creciente, y debido a que en
ocasiones el diagnéstico se realiza en una etapa avanzada, la enfermedad llega a
ser mortal. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un tipo de cancer derivado de
células hematopoyéticas, especificamente de los linfocitos. La LLA es uno de los
canceres mas comunes en nifios, ya que representa un tercio del total que se
diagnostican en edades de 0 a 14 afios. La LLA puede ser de linfocitos B (LLA-B) o
de linfocitos T (LLA-T), siendo ésta ultima la mas agresiva, debido a que presenta

mayor resistencia a farmacos.

En paises desarrollados, la tasa de supervivencia desde los 80°s a la fecha ha
aumentado considerablemente, se incrementé de 50 % a 90 %. Sin embargo, en
paises en desarrollo, como México, la tasa de supervivencia es de apenas un 70 %,
cuando el diagndstico se realiza a tiempo. Una vez que se ha llevado a cabo el
diagnostico de LLA-T se procede con el tratamiento quimioterapéutico con
farmacos antineoplasicos, que siempre es una terapia multi-agente (mas de un
farmaco), con el fin de combatir de mejor manera las células cancerosas._Un solo
farmaco es capaz de ejercer efectos adversos severos, ya que atacan también a
células normales. Los nifios, por lo general, tienen una menor tolerancia al
tratamiento, dada su toxicidad, y presentan otros sintomas que pueden

comprometer su estado de salud.

En paises desarrollados utilizan antioxidantes con el fin de proteger al organismo
del estrés oxidativo adquirido durante el tratamiento farmacolégico. Por otro lado,
algunos investigadores proponen utilizar antioxidantes en etapas tempranas de la
guimioterapia, con el objetivo de disminuir la toxicidad y coadyuvar al tratamiento.
Sin embargo, otros investigadores sugieren que el uso de antioxidantes podria
proteger a las células cancerigenas y favorecer su proliferacién. Esta estrategia de
tratamiento, antioxidante-quimioterapéutico, tiene que estudiarse en un enfoque

individual, es decir, un antioxidante con un quimioterapéutico, en un tipo de cancer
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en especifico. Asi se podré determinar puntualmente el efecto de esa combinacion.
Es por eso que en este trabajo se utilizd a la par, azatioprina y N-acetilcisteina en
células Jurkat de leucemia linfoblastica aguda T, para favorecer una interaccién
antiproliferativa y apoptética, y al mismo tiempo proveer de una defensa
antioxidante (N-acetilcisteina) para no exacerbar el estrés oxidativo.
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4 HIPOTESIS

4.1 Pregunta de investigacion

¢El uso del antioxidante NAC puede favorecer la eficacia antiproliferativa y
apoptotica de Azatioprina en un modelo in vitro sobre células Jurkat de leucemia

linfoblastica aguda T, y ademas prevenir el incremento de los niveles de ROS?

4.2 Hipotesis

La terapia combinada de Aza y NAC ejerce un efecto aditivo antiproliferativo y
apoptético en células Jurkat de leucemia linfoblastica aguda T, favoreciendo

también la disminucién de ROS.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

e Evaluar el efecto antiproliferativo y apoptético de Aza + NAC, asi como la
eficacia de NAC en la prevencion del incremento de ROS inducido por
Aza, en células Jurkat de leucemia linfoblastica aguda T.

5.2 Especificos

e Determinar las concentraciones inhibitorias 25 y 50 de Aza y NAC en

células Jurkat de leucemia linfoblastica aguda T.
e Evaluar, mediante citometria de flujo, el efecto de Aza + NAC en el
arresto del ciclo celular, apoptosis y actividad de caspasas en células

Jurkat-LLA-T.

e Evaluar, mediante citometria de flujo, la eficacia de NAC en la prevencion

del incremento de ROS mediado por Aza.

30



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico

6.1.1 Linea celular

La linea celular Jurkat, de linfoblastos T, se obtuvo de la compafila ATCC. Las
células son obtenidas de un paciente de 14 afios con leucemia linfoblastica
aguda y son preservadas en nitrégeno liquido. Los linfoblastos T Jurkat
expresan el receptor de células T (TCR), CD3 y tienen un numero modal de 46

cromosomas.

6.2 Farmacos y estandares

Se utilizaron los farmacos NAC y Aza, los cuales fueron adquiridos en Sigma

Aldrich.

6.3 Métodos

6.3.1 Disefio experimental

Cuadro_3. Disefio experimental para evaluar el efecto de Azatioprina + NAC
sobre el ciclo celular, apoptosis, actividad de caspasas y ROS.

Grupo IC25 Aza ICs0 Aza IC25 NAC
Control

1 +

2 +

3 +

4 + --- +
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Para evaluar el efecto de NAC y Aza sobre el ciclo celular, apoptosis, actividad de
caspasas y ROS, las células fueron incubadas por 24 h con los farmacos; a
excepcioén del ensayo de ROS en el cual las células fueron incubadas por 6_h.

6.3.2 Cultivo celular

Las células se sembraron en medio de cultivo RPMI 1640, con 10 % de suero fetal
bovino. Las condiciones fueron 95 % aire, 5 % CO. y 37 °C. Los cultivos se
mantuvieron por la adicion de medio de cultivo fresco o reemplazo del mismo. Los
lavados celulares se realizaron cada 2 0 3 dias, manteniendo una concentracion de

1 x 10° 0 1x 108 células viables/mL.

6.3.3 Determinacién de la concentracion inhibitoria 25 y 50_(IC25,IC50) de
Azay NAC

Para determinar la 1C25 se utilizaron cajas de cultivo de 12 pozos. Cada pozo
contenia inicialmente 250,000 células llevadas a volumen final de 1 mL con medio
RPMI-1640. Las células se incubaron durante 24 horas a 37 °C en 95 % de aire y 5
% CO.. Después de 24 horas se trataron con 50 uL de Aza a concentraciones de
0.008 a 100 uM o 50 uL de NAC a concentraciones de 0.039 a 40 mM y se
incubaron por 24 h . Finalmente se conto el total de células mediante una camara
de Neubauer para determinar la concentracion de farmaco que inhibe el 25 y 50 %

de la proliferacion celular.

e FoOrmula para conteo celular # células= [(# células) (dilucion)/# campos]
(10000)(volumen de solucién madre)

6.6.4 Evaluacién del efecto de Aza y NAC sobre el ciclo celular
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Al finalizar el tratamiento farmacolégico, la suspension celular se centrifugd a 1_500
rom durante 5 minutos a temperatura ambiente, para remover el medio con
farmacos. El boton celular se resuspendié en 250 pL de buffer de tripsina (solucion
A) y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregaron 200 pL de Solucién B (inhibidor de tripsina y buffer RNasa) y se mezclo
sin vortex, se dejo incubar 10 minutos a temperatura ambiente sin remover la
solucion A. A la suspension celular resultante se agregaron 200 uL de solucion C
(yoduro de propidio) y se mezclé e incubd por 10 minutos a 4 °C en oscuridad.
Después del tiempo de incubacion las muestras fueron analizadas en el citometro
BD FACSVerse.

6.6.5 Evaluacion del efecto apoptotico de Azay NAC

Las células Jurkat, después del tratamiento farmacologico, se lavaron en PBS 1X
frio. Posteriormente, las células se recentrifugaron a 2200 rpm por 5 minutos y se
retir6 el sobrenadante. Las células se resuspendieron en el buffer de union a
anexina 1X hasta tener una concentracion de 1x10°8 células/mL, y se utilizaron 100
UL de la suspension celular. Se adicionaron 5 pL de annexin V y 5 uL de ioduro de
propidio 100 pg/mL a 100 pL de la suspension celular y se incubaron a temperatura
ambiente por 15 minutos. Después del tiempo de incubacion se adicionaron 400 pL
de buffer de unién a anexina 1X y las muestras se analizaron por citometria de flujo

antes de 1 h. El analisis por citometria de flujo se realiz6 a 530 nm.

6.6.6 Evaluacién de la actividad de caspasas mediado por Aza 'y NAC

Las células en suspension (3x10°) fueron tratadas como se indica en el cuadro 3.
Posteriormente, se tomaron 50_uL de la suspension celular de cada muestra, se

transfirieron a un tubo cénico y se agregaron 5_uL del reactivo Muse MultiCaspase;
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se mezclaron por pipeteo suave. Las muestras se incubaron por 30 minutos a 37°
C. Después de la incubacion se agregaron 150_pL del reactivo Muse Caspase 7-
ADD, se mezclaron por pipeteo suave y se incubaron por 5 minutos protegiendo las
muestras de la luz. Al finalizar el tiempo de incubacién, las muestras fueron
analizadas inmediatamente en el citometro de flujo Muse Cell Analyzer. Los

resultados fueron presentados como el porcentaje de actividad multicaspasas.

6.6.7 Medicion de ROS

Las células fueron incubadas con 3 uM NAC y 1 0 2 uM de Aza por 24 h, como se
indica en el cuadro 3. Al término del tiempo de incubacion las células fueron
lavadas una vez con PBS 1X y resuspendidas en DCDFDA 20_uM (diluido con
buffer 1X) a una concentracion de 1x10°8 células/mL e incubadas 30 minutos a 37°
C en oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron con buffer 1X y se re
suspendieron con el mismo buffer a una concentracion de 1x108 células/mL y se
analizaron en el citometro BD FACSVerse a una longitud de onda de: excitacion

484nmy emision 535nm.

6.6.8 Estadistica

Los datos fueron presentados como la media +/- desviacion estandar. Para evaluar
diferencia significativa entre al menos uno de los grupos se utilizé ANOVA de una
via y para evaluar diferencias significativas entre grupos y respecto al control se
utilizaron las pruebas post hoc de Tukey y Dunnet, respectivamente (De Veaux y
col., 2009).
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7 Resultados

Las figuras 8 y 9 representan el efecto de NAC y Aza, respectivamente, sobre la
proliferacién de células Jurkat. Los resultados indicaron diferencia significativa, p<
0.05, comparados con el control desde la concentracion 0.156 mM de NAC hasta la
concentracion 40 mM. Con base en la curva dosis-respuesta, las concentraciones
inhibitorias 25 y 50 (ICzs, ICs0) son 3 mM y 6 mM, respectivamente. La Aza ejerce
inhibicion de la proliferacion significativamente diferente al control, a partir de la
concentracion 0.08 uM y continla de manera progresiva al aumentar la dosis. De

acuerdo a la curva dosis-respuesta, las IC2s e ICsofueron 1.0 uM y 2.0 uM.

1507 A 150 B
= |
=} T -E
g 1 T . g 1007
o
% T = .
o B T E
#* . o 50+ .
e
“ Ll L 1 L L] T i
Qeﬁ&i&* &i@i&i&i@i&i&i&zf 0 ' r T —
“Q@Qﬁ.‘*%&,ﬁbﬂ@ P T S .5 .4 -3 .3 A
¥ log[NAC], M
[MAC]

Figura 8. Efecto antiproliferativo de NAC. A. Grafico de barras donde se muestra la

disminucién de la proliferacion celular respecto a la dosis de NAC. B. Curva dosis-

respuesta de NAC. * Diferencia significativa respecto al control, ANOVA y post hoc
de Dunnet, p< 0.05.
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Figura 9. Efecto antiproliferativo de Aza. A. Disminucion de la proliferacion celular
respecto a la dosis de Aza. B. Curva dosis respuesta de Aza. * Diferencia
significativa respecto al control, ANOVA 'y post hoc de Dunnet, p< 0.05.

En la figura 10 se observa el efecto de los diferentes tratamientos sobre la
proliferacion celular. Todos los tratamientos ejercieron un efecto antiproliferativo
significativamente mayor con respecto al control, y entre todos los grupos existe
diferencia significativa. El uso a la par de 3 mM de NAC + 1.0 uM de Aza ejerce un
efecto antiproliferativo significativamente mayor al que ejerce_2.0 uM de Aza, de
acuerdo al analisis estadistico de ANOVA y post hoc de Tukey, p< 0.05, siendo un
punto a favor en pro de disminuir la dosis de Aza, usando como coadyuvante dosis
terapéutica tolerable del antioxidante NAC, lo cual podria favorecer la disminucion

de los efectos adversos.

Las figuras 11 a 13 muestran el efecto apoptético de los diferentes tratamientos.
Los resultados de apoptosis basados en yoduro de propidio y Anexina-V (figura 11)
indican, de manera parcial, que la célula sigue mecanismos de muerte celular
programada, lo cual fue confirmado mediante la medicién de la actividad de
multicaspasas (figura 12), en la que se representa el porcentaje total de dicha
actividad proteolitica. En cada gréfica se indican las diferencias significativas entre
cada grupo. El control difiere significativamente de todos los tratamientos, teniendo

porcentajes de apoptosis por debajo del 4%, lo cual determina la validez de tales
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ensayos, ya que se debe trabajar con células con aproximadamente el 95% de

viabilidad.
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Figura 10. Efecto de la IC2s de NAC + IC2s de Aza sobre la proliferacion celular.
Todos los grupos presentan diferencia significativa entre si, de acuerdo al analisis
de ANOVAy post hoc de Tukey, p< 0.05.
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Figura 11. Efecto apoptotico de Aza y NAC de manera individual y en conjunto. Se
presenta el porcentaje de induccién a apoptosis. Las letras diferentes indican
diferencia significativa entre grupos, ANOVA y post hoc de Tukey, p<0.05.

a1

o
]

(¢}

IN
o
1

w
o
1

N
o
1

[EN
o
[

% Actividad multicaspasas

o

38



Figura 12. Porcentaje de la actividad de multicaspasas (1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9),
inducida por los diferentes tratamientos. Las diferencias significativas se
representan como letras diferentes, ANOVA y post hoc de Tukey, p<0.05.

Control Aza 1M

Aza 1pM + NAC 3mM

R 404

04 T T T 0-
& 2 3
& £ o
@Q ?9'\ Qé’
Aza 2uM NAC 3mM

80~
70+
60+
50+

= 404
30+
20+
10+

0

2 404

Figura 13. Porcentaje de induccion de apoptosis temprana, tardia y necrosis
inducida por Aza y NAC. En las gréaficas se observa que el porcentaje de necrosis
en todos los casos es practicamente nulo, indicando que Aza y NAC estan

induciendo solo apoptosis; evento benéfico para la quimioterapia.

Los graficos de apoptosis obtenidos mediante citometria de flujo se presentan en la
figura 14. En cada grafico hay cuatro cuadrantes y en cada uno se indica el tipo de
apoptosis que se esta llevando a cabo en la célula, asi como aquellas células que
estan en necrosis. Ademas, se sefiala el porcentaje de células en cada cuadrante,

cada punto naranja representa una célula de manera individual. En todos los casos
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predomina la apoptosis sobre la necrosis; y la apoptosis temprana sobre la tardia.

El proceso apoptético se confirmé mediante la evaluacion de la actividad de

multicaspasas.
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Figura 14. Graficos de apoptosis en citometria de flujo. En cada cuadrante del

grafico se sefala el tipo de apoptosis que se esta llevando a cabo, asi como

necrosis. A; control, B; Aza 1.0uM, C; 2.0uM, D; NAC 3mM, E; Aza 1.0uM + NAC

3mM.

El efecto de los tratamientos sobre el ciclo celular fue evaluado mediante citometria

de flujo, a partir de la incorporacion estequiométrica del yoduro de propidio en el
ADN celular (figura 15). Se presenta el andlisis de las fases GO/G1 y G2/M, debido

a que en estas fases es donde se ha reportado que Aza ejerce arresto. En la fase

GO0/G1 no hubo diferencia significativa entre tratamientos, p<0.05, sin embargo, fue
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en esta fase donde se observo el mayor porcentaje de arresto celular en todos los
tratamientos. Por otro lado, en la fase G2/M, la combinacion de Aza 1.0uM + NAC
3.0mM favorecieron un incremento significativo del arresto del ciclo celular, p<0.05,

con respecto a todos los grupos (figura 15).
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Figura 15. Analisis del efecto de los diferentes tratamientos sobre las fases GO/G1 y
G2/M del ciclo celular. Se presentan los porcentajes de células que se encuentran
en arresto en las fases del ciclo celular. Las diferencias significativas entre grupos,

Tukey, p<0.05, se representan como letras diferentes.

En la figura 16 se observa la distribucion de las fases del ciclo celular, asi como la
cantidad de células en cada fase, en el eje de las ordenadas. Se observa que la
combinacién Aza 1.0uM + NAC 3.0mM favorece un incremento en el arresto en la
fase G2/M con respecto a Aza 2.0uM. Este comportamiento se observé en todos

los ensayos de ciclo celular, lo cual podria explicar, en parte, la interaccion
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antiproliferativa y apoptoética de Aza y NAC. En todos los casos el arresto del ciclo

celular se observo en las fases GO/G1y G2/M.
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Figura 16. Histogramas de distribucion de las fases del ciclo celular, obtenidas
mediante citometria de flujo. En cada histograma se observa la distribucion de las
distintas fases del ciclo celular. En el eje de las abscisas se grafica la flourescencia
del yoduro de propidio, mientras que en el eje de las ordenadas se grafica el
namero de células. A; Aza 2.0uM, B; Aza 1.0uM + NAC 3.0mM.

En la figura 17 se muestran los niveles de ROS inducidos por cada tratamiento. Los
resultados se presentan como las veces de cambio respecto al control (1.0) que
induce cada tratamiento, basadas en la intensidad media de flourescencia. Los
grupos de Aza 1.0 y 2.0 uM inducen significativamente mas ROS que el control y
gue todos los demas tratamientos. La NAC 3.0 mM no favorece un incremento
significativo de ROS respecto al control ni al usarse a la par con NAC. No se debe
confundir la medicidn de los niveles de ROS con la capacidad antioxidante, ya que

en la dltima se debe medir la actividad de enzimas antioxidantes.
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Figura 17. Niveles de ROS inducidos por Aza y NAC. Se presentan como las veces
de cambio respecto al control. Las letras diferentes indican diferencia significativa,
ANOVA y post hoc de Tukey, p<0.05.
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8 Discusion

La tiopurina Aza se utiliza en la clinica para el tratamiento de la LLA sin embargo,
su uso es limitado debido a los efectos adversos que ocasiona. Una de las razones
de la mayor toxicidad de Aza con respecto a las demas tiopurinas, es que se
requiere mayor dosis, al ser ésta un pro-fArmaco que requiere mayores reacciones
de biotransformacion a sus metabolitos activos, llamados nucleétidos de tioguanina
(DrugBank, 2012). La biotransformacion de Aza requiere la presencia de grupos SH
presentes en el glutation o la cisteina (Tiede y col., 2003), los cuales se ven
disminuidos en células cancerosas debido al estrés oxidativo (Karran, 2007), ya
gue en estas células hay una mayor produccion de radicales libres (Schumacker,
2006; Irwin y col., 2013). De esta manera, la biotransformacion de Aza en células
cancerosas se ve limitada. El uso de un antioxidante que contenga grupos SH,
como la NAC, que ademas favorece la re sintesis de glutation, es limitado debido a
gque pudiera disminuir el efecto quimioterapéutico al proteger a la células

cancerosas.

En el presente estudio se determind, en primera instancia, el efecto antiproliferativo
de NAC sobre células Jurkat-T de LLA. Lo cual es consistente con lo reportado por
Mansour y colaboradores en 2014 al determinar que NAC ejercia inhibicion de la
proliferacion en la misma linea celular. Una vez determinado el efecto
antiproliferativo de NAC se procedio a evaluar el efecto de Aza 1.03 uM + NAC 3
mM. La combinacion de ambos farmacos ejerce un efecto antiproliferativo
significativamente mayor al que ejerce Aza 2.06 uM; por lo tanto, NAC no ejerce un
efecto protector sobre las células cancerosas, sino que interactda aditivamente con
Aza. El mecanismo de esta interaccion antiproliferativa puede tener dos vertientes.
La primera se debe al efecto antiproliferativo de Aza ya comprobado inicialmente
por Elion GB, en 1989, el cual se debe a la inhibicién de las cinasas dependientes
de ciclinas 1 y 4; lo cual favorece arresto en el ciclo celular en las fases G2/M y

G1/S (Xiao y col., 2014), la incorporacién de nucleotidos de tioguanina al ADN,
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impidiendo su replicacion y la inhibicion de la sintesis de purinas (Karran, 2007).
Por su parte, NAC tiene la capacidad de disminuir la expresion de ciclinas A, By D
(Amini y col., 2014), ejerciendo asi un efecto antiproliferativo. Ademas, NAC aporta
grupos SH, per se, y ademas favorece la re-sintesis de glutation; lo cual es
necesario para la biotransformacion inicial de Aza a 6-MP. Por otro lado, las ROS
pueden oxidar los metabolitos activos de Aza y de esta manera disminuir su efecto
antineopléasico, pero al ser NAC un antioxidante capaz de disminuir ROS en células
Jurkat-T (Gao y col., 2008) favoreceria la proteccién de los metabolitos activos de
Aza y se mantendria el efecto antiproliferativo; la disminucion de ROS no afecta el
mecanismo de accion de Aza, debido a que no ejerce apoptosis por dafio oxidativo,
como lo hacen la mayoria de los farmacos quimioterapéuticos (O Donnovan, 2009).

La apoptosis es un evento de suprema importancia para la célula, ya que permite la
eliminacion de células disfuncionales o potencialmente peligrosas (Xu y col, 2012).
Sin embargo, las células cancerosas cuentan con mecanismos de supervivencia
que les permiten seguir proliferando y evadir la muerte. Los agentes
guimioterapéuticos actian por diferentes mecanismos para inducir apoptosis. En el
presente estudio se observo que ambos farmacos, Aza y NAC, ejercen un efecto
apoptético, por separado y usados a la par. La Aza actia mediante dos
mecanismos ya elucidados. ElI primero es por la induccion del sistema de
reparacion de errores de mal apareamiento de bases (MMR), el cual induce el
proceso de apoptosis cuando los errores de apareamiento son significativos. Los
errores de apareamiento de bases causados por Aza son transiciones GC > AT
(Warren y col., 1995). El metabolito de Aza, tGTP, inhibe a la pequefia GTPasa
Rac-1, la cual participa en vias de sefalizacion antiapoptéticas como Akt. Al ser
inhibida esta via, las células no son capaces de inhibir estimulos de apoptosis
(Tiede y col., 2003). Por otro lado, los antioxidantes como NAC han sido poco
estudiados en cuanto a su actividad antineoplasica, ya que en numerosos estudios
se ha reportado que protegen a las células cancerosas y les permiten sobrevivir. El

mecanismo del efecto apoptético, de NAC observado en este estudio no fue
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elucidado por completo, sin embargo, se propone que NAC, al acidificar el medio,
favorece la actividad de la caspasa 3 ejecutora, desencadenando asi la apoptosis .
En el estudio realizado por Manz y colaboradores en 2002, se reportdé que en
células Jurkat depletadas de glutation (GSH) se inhibia la apoptosis y el nUmero de
células vivas no diferia significativamente del control. Sin embargo, el 80% de las
células que tenian GSH entraron en proceso de apoptosis e incrementaron la
actividad de caspasas iniciadoras y ejecutoras, determinando, asi, la importancia
de la presencia de glutation para iniciar este proceso de muerte celular (Hentze y
col., 2002). La NAC es un precursor de GSH, por lo tanto, al administrar NAC los
niveles de GSH aumentaran (Amini y col., 2014) y la célula contara con los medios
necesarios para iniciar el proceso de apoptosis cuando se le aplique un estimulo.
Ademas, Aza + NAC favorecieron el incremento del arresto del ciclo celular en la
fase G2/M, lo cual es un evento favorable para la induccion de apoptosis, debido a
gue la célula ya ha sintetizado su material genético y no tiene la posibilidad lesiones

posteriores.

Ambos farmacos favorecieron la induccion de apoptosis, y minimamente_de
necrosis. Esto se determind al medir la actividad de multicaspasas (1,3, 4, 5, 6, 7,
8, 9) mediante citometria de flujo. El porcentaje de apoptosis inducido por cada
farmaco es similar al porcentaje de actividad de multicaspasas, confirmando, asi, el
tipo de muerte celular. Esto es importante, ya que un farmaco que favorezca la
necrosis seria perjudicial, debido a que la célula liberaria su contenido, lo cual

incluye citosinas inflamatorias, y esto propagaria los procesos inflamatorios.

Cuando se administran Aza y NAC al mismo tiempo actian mediante mecanismos
diferentes para inducir apoptosis, la manera en la que pueden interactuar es
mediante el ataque nucleofilico de NAC a Aza para generar el metabolito activo, 6-
MP y asi favorecer la biodisponibilidad de los metabolitos activos. Aunado a esto,

NAC neutralizaria las ROS protegiendo de la oxidacion a los metabolitos de Aza.
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Las ROS son importantes para el desarrollo del cancer, asi como también en la
respuesta quimioterapéutica. Mantener la homeostasia redox es importante,
especialmente en células leucémicas, las cuales tienen niveles de ROS
significativamente mayores que las células normales, debido a alteraciones en las
vias pro y antioxidantes. Estos elevados niveles de ROS provocan inestabilidad
genomica, supervivencia, crecimiento y motilidad (Finkel, 2003). Una de las
principales fuentes de ROS es la mitocondria, una vez que han ocurrido mutaciones
en el ADN mitocondrial y han una disminucién en la expresién de las proteinas de
la cadena de transporte de electrones y de enzimas antioxidantes. Esto favorece un
desacoplamiento del transporte de electrones y un incremento sostenido de ROS.
Este mecanismo es mediante el cual Aza incrementa significativamente los niveles
de ROS, favoreciendo su citotoxicidad caracteristica, debido a la incorporacion de

nucleodtidos de tioguanina al ADN mitocondrial.

La NAC genero niveles de ROS similares al control, por lo que no exacerba la
citotoxicidad, sino que favorece la homeostasia redox. Cuando se utiliza a la par
con Aza, predomina el efecto antioxidante de NAC, al atenuar la generacion de
ROS mediada por Aza. Como se observo anteriormente, Aza y NAC actian en
conjunto para inhibir la proliferacion celular e inducir apoptosis, lo cual indica que
no estan actuando por mecanismos oxidativos. Al disminuir ROS, la actividad de
vias de sefializacién relacionadas con proliferacion y supervivencia se veria
disminuida, ya que las ROS actian como segundos mensajeros y facilitan la
sefalizacion que involucra cinasas, fosfatasas y factores de transcripcion (Finkel,
2011). De acuerdo a los resultados obtenidos, la administracion de NAC permite
disminuir la dosis de Aza, al actuar como coadyuvante, y asi la citotoxicidad;

incluida la citotoxicidad oxidativa.
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9 Conclusion

El uso de antioxidantes es un tabu en el tratamiento contra el cancer y no se ha
concluido si su uso es benéfico para las células cancerosas o si favorece su muerte
o arresto del ciclo celular. Este enfoque debe ser estudiado en cada tipo de cancer
y farmaco en particular. En el presente trabaj6 se determiné el efecto
antiproliferativo de NAC en células Jurkat de LLA-T, siendo una pauta para probar
su efecto coadyuvante con un quimioterapéutico. La combinacion de NAC + Aza
favorecio una disminucion de la proliferacién significativamente superior al doble de
la dosis de Aza de manera individual. Por otro lado, se demostr6 que la
combinacion de Aza + NAC ejerce su efecto mediante el arresto del ciclo celular en
la fase GO/G1 y en la fase G2/M, asi como en la inducciébn de apoptosis,
especificamente, y no necrosis. La combinacién de ambos farmacos, ademas,
favoreci6 la disminucion de ROS a niveles iguales a los del control, siendo este un
evento favorable en pro de la diminucion del estrés oxidativo. NAC y Aza ejercen
una interaccion antiproliferativa mediante la induccion de apoptosis y arresto del
ciclo celular, ademas de disminuir ROS, las cuales estan implicadas en
sefalizacion proliferativa y antiapoptotica. Este trabajo da la pauta para continuar
con el estudio de los mecanismos de interaccion antioxidante-quimioterapéutico,
como un nuevo enfoque en el tratamiento contra el cancer, esto con el objetivo de

disminuir la mortalidad por la toxicidad de la quimioterapia.
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