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ABREVIACIONES

LLA - Leucemia linfoblastica aguda

LLA-T - Leucemia linfoblastica aguda tipo T

CML - Células madre Linfoides

SFB - Suero fetal bovino

PBS - Tampon de fosfato salino

RPMI — Medio de cultivo del Roswell Park Memorial Institute, por sus siglas en inglés
°C - Grados Celsius

MM — Micromolar

pL — Microlitros

RFU — Unidades relativas de Fluorescencia



RESUMEN

El cancer es una familia de enfermedades en la cual las células sanas sufren uno o
multiples dafios genéticos que las convierte en células cancerigenas, con una amplia
capacidad de dividirse y expandirse por el cuerpo, generando tumores o leucemias.
Las leucemias son de las principales causas de muerte infantii en México,
particularmente la leucemia linfoide, dentro de la cual se encuentra la leucemia
linfoblastica aguda tipo T que, aunque es poco frecuente, es de gran interés debido
a que es un subtipo complejo y heterogéneo a nivel genético, ademas posee pocas
alternativas terapéuticas nuevas. Actualmente se utilizan los quimioterapéuticos
convencionales, como es el caso de la vincristina, asociada a efectos adversos como
el dafio neuronal y las afecciones en el sistema nervioso periférico. Debido al desafio
clinico que representa la leucemia linfoblastica aguda tipo T (LLA-T) se tiene la
oportunidad de desarrollar terapias dirigidas mas especificas para esta, como es el
caso del péptido O1P4Bad, disefiado para interactuar con Bcl-2 y promover la
apoptosis. Es por esto, que en este trabajo de investigacion se estudié el efecto
citotéxico del péptido mencionado comparandolo con el efecto citotdxico inducido por
la vincristina tanto en células de leucemia linfoblastica aguda tipo T (Jurkat) y en
células mononucleares de sangre periférica (PBMC).



INTRODUCCION

La palabra cancer hace referencia a una familia de enfermedades caracterizadas por
la proliferacion descontrolada de células que sufrieron un dafio genético. Esta
enfermedad representa un problema de salud a nivel mundial que evita el aumento

de la esperanza de vida de la poblacion, debido a su prevalencia.

El analisis epidemiologico del cancer en México mostrd que uno de los principales
tipos de cancer que se presentan en la poblacidbn mexicana son las leucemias, este
tipo de cancer es el cancer de las células sanguineas que se nombra segun la estirpe
celular afectada, la mieloide o linfoide; asi como, de acuerdo con su evolucién que

puede ser lenta (crénica) o de forma rapida (aguda).

Las leucemias son de las principales causas de muerte infantii en México,
particularmente la leucemia linfoide, que tiene como subtipos la leucemia linfoblastica
aguda de tipo T (LLA-T) derivada de progenitores tempranos de células T. Esta
leucemia resulta de gran interés ya que es un subtipo complejo y heterogéneo a nivel

genético, ademas tiene pocas alternativas innovadoras para su tratamiento.

En la actualidad se utilizan quimioterapéuticos convencionales con una efectividad
del 40 %, como la vincristina, sin embargo, ha sido asociado efectos adversos como

el dafio neuronal y afecciones en el sistema nervioso periférico.

El desafio clinico que representa la LLA-T, nos permite desarrollar terapias dirigidas
mas especificas como el uso de péptidos. Los péptidos han demostrado ser
promisorios para la inmunoterapia contra el cancer, también pueden ser dirigidos
para favorecer o inhibir procesos celulares especificos con actividad terapéutica,
utilizando blancos muy especificos como algunos sitios de escision o proteinas

transportadoras.

En este trabajo de investigacion se estudio el efecto citotoxico del péptido O1P4Bad,
disefiado previamente por nuestro grupo de trabajo para inhibir a Bcl-2 y promover
la apoptosis de las células tumorales. Utilizamos como modelo de estudio las células

humanas de leucemia linfoblastica aguda tipo T (Jurkat) y el cultivo primario de



células mononucleares de sangre periférica (PBMC), para exponerlas a diferentes
concentraciones (1,10,50,100 y 200 puM) del péptido O1P4Bad y posteriormente
compararlo con el efecto citotéxico que tiene el quimioterapéutico convencional

Vincristina (en una concentracion de 10 uM) sobre estas mismas lineas celulares.

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad citotoxica del péptido y brindarnos
respuestas de un posible tratamiento innovador sobre la leucemia linfoblastica

aguda.



.  ANTECEDENTES
[.1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades capaces de originarse en cualquier
organo o tejido del cuerpo cuando células anormales se desarrollan de manera
descontrolada, exceden los limites habituales e invaden tejidos u 6rganos vecinos a

donde se originaron (Organizacion Mundial de la Salud, 2024).

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica, en México, el cancer infantil
es la principal causa de muerte infantil entre los 5 a 14 afios y la sexta en infantes
menores de 5 afos, representa cerca del 70 % de la carga total de cancer en estos
grupos de edad. Fueron registradas 847,716 defunciones en 2022, de las cuales un
10.6 % fueron a causa de tumores malignos. Con estos datos fue posible observar
gue de los principales tipos de cancer que afectaron a los grupos de edad entre 0 a

19 afios fue la leucemia (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2024).

La principal causa de defuncion por tipo de cancer fue la leucemia entre las edades
de 20 a 29 afos. En hombres hay una tasa de 2.69 por cada 100 mil y en mujeres

de 1.84 por cada 100 mil (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2024).

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas comun en nifios y
adolescentes mexicanos. Un 75 % de los pacientes que padecen leucemia, menores
a 20 afos fueron diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda, aproximadamente
un 85 % a 90 % de las leucemias linfoblasticas agudas pertenecen al tipo B, sélo un
10% a 15 % al T. Sin embargo, aquellos pacientes que presentan al fenotipo de las
células T tienen una asociacién a malos prondsticos clinicos, ya que se considera
compleja, lo cual se podria adjudicar a su heterogeneidad y a los diversos subtipos
que tiene. La LLA B responde mejor al tratamiento que la LLA T, por ello la leucemia
linfoblastica aguda tipo T necesita de tratamientos de quimioterapia intensificados
(Dorantes-Acosta E., y col., 2013; Jiménez-Morales S., y col.,2018).



[.2. Carcinogénesis

El cancer es definido como una familia de enfermedades en la que algunas células
del cuerpo sufren un dafio genético, convirtiéndolas en células cancerigenas con
caracteristicas de supervivencia mejorada, un crecimiento progresivo, con facilidad
de migracion e invasion (Figura 1). El cancer es originado por mutaciones iniciadoras
que promueven el crecimiento y esparcimiento de las células por medio de la
activacion de vias de sefializacion implicadas en la proliferacién y supervivencia,
ademas de la inhibicion de puntos de control del ciclo celular (Puente y de Velasco,
2019; Rivas y col., 2022).

A Division de células cancerosas
Cambios genéticos

» »omed »

Célula cancerosa

e oy 5 g z
Células normales Proliferacion de células cancerosas

Figura 1. Desarrollo y progresion del cancer (Adaptado de Puente y de Velasco,
2019).

Dentro de las posibles causas del desarrollo de cancer, se encuentran los cambios
en los genes encargados del funcionamiento de las células (sobreexpresion de
protooncogenes e inhibicion de genes supresores de tumores), en especifico de
cémo estas se forman, multiplican y reparan. Estos eventos ocurridos en los genes
se adjudican a factores que han sido definidos como agentes cancerigenos, como es
el caso de los rayos UV, los alimentos procesados, el consumo de tabaco, entre
otros. Estos agentes son los responsables de causar las mutaciones heredables y
las somaéticas (Griffiths y col., 2020; Rivas y col., 2022).

El cuerpo humano por si mismo es capaz de eliminar aquellas células que presentan
un dafio en el ADN antes de que estas se conviertan en células cancerigenas, sin
embargo, esta capacidad del cuerpo disminuye a medida que las personas
envejecen. La capacidad de las células de morir al detectar un dafio en su ADN es

un proceso de muerte celular que puede ocurrir de una manera programada y no
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programada. La muerte celular no programada, es conocida como necrosis, esta
ocurre generalmente en condiciones de dafio fisico a los tejidos, y cuando la célula
se ve expuesta a un estrés agudo y excesivo. Es en este caso, la célula presenta un
hinchamiento de organulos, aumento del reticulo endopldsmico, rompimiento de la
membrana plasmatica y liberacion explosiva del contenido citoplasmatico al espacio
extracelular, dando como resultado la muerte de la célula. Por el contrario, la muerte
celular programada o apoptosis se inicia con sefiales moleculares especificas que
llevan a la célula a su muerte. La apoptosis mantiene un balance funcional entre la
multiplicacion y la eliminacion celular. Este proceso inicia con la condensacion celular
y termina con la formacion de vesiculas que después seran fagocitadas por células

vecinas (Xuy col., 2019).

Son conocidas dos vias de induccion a la apoptosis (Figura 2), la via intrinseca o
mitocondrial y la via inducida por receptores de muerte, denominada via extrinseca.
La via intrinseca es a consecuencia de la liberacion del citocromo C hacia el
citoplasma, el cual depende de la concentracién de proteinas proapoptéticas (BAX,
BAK) y de las anti-apoptoticas (BCL-2, BCL-X, MCL1). Cuando la célula no recibe
una sefial de supervivencia o sufre de algun dafio, se produce un aumento de P53
(gen supresor de tumores) que detecta el dafio al ADN y aumenta la expresion de
las proteinas proapoptéticas, las que seran encargadas de producir un poro en la
mitocondria que sera el que permita el paso del citocromo C hacia el citoplasma y
una vez fuera, el citocromo C va a interactuar con APAF1, quien a su vez recluta a
la procaspasa 9 para formar un complejo conocido como apoptosoma, que sera
qguien active a la caspasa 3 efectora, que es la encargada de desencadenar la
apoptosis. En la via extrinseca estan involucrados, el receptor de factor de necrosis
tumoral tipo 1 (TNF-1) y el receptor Fas (CD95). Esta via se comienza con la célula
detectando el dafio celular, es entonces cuando Fas va a interactuar con su ligando,
provocando a nivel intracelular una serie de procesos que unen a tres receptores
Fas, que van a configurar un sitio de unién a la proteina FADD, una vez que FADD
se une al dominio citoplasmatico de Fas, la procaspasa 8 se une a FADD,

convirtiéndose asi en la caspasa 8 activa que es la encargada de iniciar la cascada



de caspasas, que a su vez va a ayudar en la activacion de las caspasas efectoras
(Caspasa 3) y finalmente llevar a la muerte celular. La via extrinseca, también puede
conectarse con la via intrinseca, mediante la generacion de BID truncado (tBID) por
medio de la caspasa 8 activa. tBID puede ingresar a las mitocondrias y causar
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial por la activacion de BAX y
BAK1. Las dos vias se unen en la fase efectora de la apoptosis, donde se activan las
caspasas iniciadoras (9 y 10), que como consecuencia da la activacion de las
caspasas efectoras (3 y 7), estas son las caspasas que van a producir todos los

dafos que se producen a nivel intracelular (Tang y col., 2019; Xu y col., 2019).

Una vez que se han producido todos los procesos de desencadenamiento de la
apoptosis, se forman vesiculas citoplasmaticas, las cuales son liberadas de la célula
hacia el medio interno, como cuerpos apoptéticos, teniendo ligandos para receptores
celulares fagociticos, permitiendo la union a los fagocitos quienes seran los que

degraden estos cuerpos apoptéticos (Tang y col., 2019; Xu y col., 2019).

FasL
O ras
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Figura 2. Vias de induccion a la apoptosis: extrinseca e intrinseca (Adaptado de Tang
y col., 2019).
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Las células cancerigenas tienen la capacidad de evadir la muerte celular, por lo tanto,
se diseminan a cualquier parte del cuerpo y a causa de estas multiplicaciones se
llegan a formar masas, conocidas como tumores o0 neoplasias, que al expandirse
pueden destruir o sustituir a los tejidos normales. Sin embargo, también existe el
cancer de origen sanguineo que resulta incapaz de producir tumores (Puente y de
Velasco, 2019).

El cancer hematologico se refiere a las afecciones en la médula ésea o en células
del sistema inmunitario. Este tipo de cancer es de las principales causas de muerte
entre los nifios y adolescentes, representando un 25 % del porcentaje de los

canceres detectados (Vera Malavé, y col., 2023).
[.3. Hematopoyesis

Para comprender de una mejor manera como es que se desarrolla el cancer
hematoldgico, primero hay que conocer el proceso de formacion de las células
sanguineas, este proceso es conocido como hematopoyesis (Figura 3), el cual
consta de dos etapas, la hematopoyesis prenatal y posnatal. La prenatal se divide en

tres fases:

- Fase vitelina, se presenta una hematopoyesis extraembrionaria, en esta las
células mesodérmicas dan lugar a los eritroblastos que son los precursores de los
eritrocitos, en esta fase la hematopoyesis continla hasta aproximadamente la
semana 6 de gestacion.

- Fase hepética, entre la semana 4 y 5 de gestacion. En esta los eritroblastos
migran al higado como consecuencia de la circulacion sanguinea fetal, dando lugar
a la generacion de los eritroblastos primitivos y los definitivos, los granulocitos,
megacariocitos y hemoglobinas.

- Fase de hematopoyesis mieloide, donde las células hematopoyéticas son
establecidas en la médula 6sea, esta fase inicia una vez finalizado el sexto mes de
gestacion y perdura hasta después del nacimiento. Es en esta fase donde se da la
generacion de representantes de las distintas etapas de maduracion de las lineas

celulares, eritropoyetina, hemoglobina fetal y adulta.



La hematopoyesis posnatal, inicia una vez sucedido el nacimiento y continua a lo
largo de la vida para producir incontables células sanguineas. En esta
hematopoyesis se tiene una menor cantidad de células madre hematopoyéticas, y
células madre linfoides (CML), quienes proliferan y originan células madre
unipotentes especificas de la linea linfoide de tipo T y B. Las células madre linfoides
del tipo T viajan por la sangre desde la médula 6sea hasta el timo, donde son
diferenciadas a células pro-T, que se convertirAn en pre-T, y madurando,
convirtiéndose en linfocitos T. En comparacion con las células madre linfoides de tipo

B quienes se quedan en la médula 6sea (Ucedo, y col., 2022).

Célula madre pluripotencial \

Célula madre hematopoyética

/\

Célula madre mieloide Célula madre linfoide
oS
e, & © *’
’ Linfoblastos

Eritrocitos Plaquetas Mieloblasto / \ \

Linfocito T Linfocito B 5
Neutréfilo  Basofilo Eosinofilo Células NK

Figura 3. Diferenciacion y generacion de las células sanguineas (Adaptado de Carr
y Rodak, 2023).

Algunos mecanismos como el desbloqueo de la plasticidad fenotipica dan lugar a
alteraciones en la diferenciacion celular; como desdiferenciacion de estados maduros
hacia los progenitores, diferenciacion bloqueada de estados de células progenitoras
y el paso a estados celulares diferentes, los cuales corrompen de diversas maneras
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la diferenciacién normal de las células progenitoras en células maduras de linajes de
desarrollo, provocando que la tumorigénesis y la progresion maligna se faciliten en

las células de origen, dando lugar al cancer (Hanahan, 2022).
l.4. Leucemia

La leucemia es el cancer de las células sanguineas que presentaron cambios en su
formacion durante el desarrollo humano. En las leucemias la célula madre
hematopoyética ya no es capaz de continuar con su proceso normal de maduracion,
entonces se desencadena la proliferacién de blastos (células inmaduras), estas se
depositan en la médula désea y otros tejidos hematopoyéticos, a causa de
mecanismos como la diferenciacion bloqueada, la disminucion de la apoptosis y la

proliferacion descontrolada (Ma 'y col., 2021; Steliarova-Foucher y col., 2018).

La leucemia implica un problema en la produccion de células sanguineas, por lo
general afecta a los glébulos blancos o leucocitos. Los glébulos blancos anormales
gue se desarrollan de manera descontrolada y dan paso a la leucemia, ya que
afectan la capacidad de la médula ésea de producir cantidades suficientes de
plaguetas, glébulos rojos y gldbulos blancos normales, por el espacio que ocupan y

al no ser células inmunitarias funcionales (Nemkov y col., 2019).

De acuerdo con el curso normal y el grado de diferenciacion de la leucemia, esta se

puede dividir en aguda, que es una neoplasia maligna con células hematopoyéticas
inmaduras, progresa de una manera mas rapida, esto porque tiene un grave fallo en
la funcién de la médula 6sea y la cronica que es caracterizada por la transformacion
de las células hematopoyéticas parcialmente maduras, esta se caracteriza por una
lenta evolucion de la enfermedad (Ma y col., 2021; Nemkov y col., 2019).

La leucemia es de las principales causas de muerte por cancer en México, entre los
nifos y adolescentes. Especificamente la mas comun de estas neoplasias es la
leucemia linfoblastica aguda, representando aproximadamente un 75 % de las

leucemias diagnosticadas (Dorantes-Acosta y col., 2013).



I.5. Leucemia linfoblastica aguda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA), es una enfermedad hematolégica que se
caracteriza porque células progenitoras linfoides se transforman y proliferan en la
meédula ésea, sitios extramedulares y en la sangre periférica. Esta es un tipo de
cancer que ha sido atribuido a translocaciones cromosomicas y mutaciones que dan
lugar a la leucemogénesis. (DeAngelo y col., 2020; Rehman y col., 2018; Bastidas-
Sanchez y col., 2023). La leucemia linfoblastica aguda afecta a los glébulos blancos,
conocidos también como linfocitos, quienes son los encargan de combatir infecciones
y proteger al cuerpo de enfermedades. Aquellos pacientes que son diagnosticados
con LLA tienen una gran cantidad de glébulos blancos inmaduros en la médula 6sea,
pero estos, no funcionan de manera normal. En cambio, se encargan de desplazar a
los glébulos blancos maduros, a los rojos y a las plaguetas normales, provocando
gue el paciente se encuentre inmunocomprometido, con aspecto palido y que

presente problemas de sangrado (Chargoy-Vivaldo y col., 2018).

La leucemia linfoblastica aguda se da a causa de la transformacion de los
progenitores de las células hematopoyéticas T o B. Esta es una enfermedad diversa
que se caracteriza por presentar una sefializacion atipica y un metabolismo
retardado. Se ha asociado que esta puede ser inducida al igual que la leucemia
mieloide crénica por la expresion de diferentes genes como Bcr-Abl y la presencia
del cromosoma filadelfia, es decir el cromosoma 22 alterado, lo cual ocurre

frecuentemente en adultos (Nemkov y col., 2019).

El diagnostico de la leucemia linfoblastica aguda es basado en el inmunofenotipo, la
morfologia y las anomalias genéticas. Los métodos generales para determinar la LLA

son:

- Examen fisico: Tiene como objetivo verificar de manera general el estado de
salud del paciente o signos patolégicos que den indicios de alguna enfermedad.

- Historia clinica de los pacientes: Se consideran las enfermedades y
tratamientos que los pacientes hayan tenido, buscando enfermedades heredadas

gue pueden favorecer al desarrollo del cancer.
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- Andlisis sanguineos: Se emplea un hemograma completo, el cual es de
utilidad para hacer un recuento de cada uno de los tipos de células que hay en la
sangre, ademas este analisis deja observar la presencia de células de leucemia
anormales.

- Frotis de sangre periférica: Con este analisis es posible observar los cambios
en el aspecto y conteo de las células, lo cual ayuda también en el diagnéstico
de la LLA.

- Analisis de médula 6sea: Se analiza si la muestra tiene células de leucemia,
asi como también se identifican si estas células de leucemia se originaron en
linfocitos Bo T.

- Citometria de flujo: Las células son tefiidas con un tinte sensible a la luz, se
colocan en un liquido y se pasan en forma de flujo ante un laser u otro tipo de
luz. Lo que se busca es medir la cantidad de células, porcentaje de células
vivas y algunas caracteristicas, como el tamafio, forma y la presencia de

marcadores de marcadores de leucemia sobre la superficie de la célula.

Ademas de estos hay otras pruebas de diagndstico para la LLA, como lo son: la
puncion lumbar, la cariotipificaciébn, ensayos moleculares y las pruebas de

diagndéstico por imagen (Mancero Rodriguez, y col.,2020).

La LLA es el cancer mas comun en nifios y adolescentes mexicanos. Cerca de un 85
% de las leucemias linfoblasticas agudas pertenecen al tipo B, y al tipo T un 15 %.
Pero estudios han establecido que el fenotipo de las células T tienen una asociacion
a malos prondsticos clinicos, en comparacion la del tipo B que tiene una mejor
respuesta a los tratamientos (Dorantes-Acosta y col., 2013; Jiménez-Morales y col.,
2018).

[.6. Leucemia linfoblastica aguda tipo T

La leucemia linfoblastica aguda de células T es una rara variante de la leucemia
linfoblastica, se relaciona con anomalias genéticas heterogéneas. Esta leucemia se
deriva de progenitores tempranos de células T y usualmente ocurre mas en

adolescentes o adultos que en pacientes pediatricos. Los linfoblastos T y B son poco
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distinguibles por morfologia. Aunque en algunas ocasiones es posible diferenciarlos
porque los linfoblastos T presentan nucléolos prominentes y contornos nucleares
irregulares, ademas de un aumento en la actividad mitética en las secciones de tejido.
La leucemia linfoblastica tipo T posee caracteristicas especificas que la hacen
diferente a otros tipos de céanceres, por ejemplo, presenta una predisposicion
masculina, una infiltracion rapida y leucocitosis. Aproximadamente el 50 % de los
pacientes que padecen LLA-T presentan hiperleucocitosis, es decir que tienen alto
el recuento de glébulos blancos, lo cual la hace ser considerada una enfermedad de
mayor riesgo, comparada con la leucemia linfoblastica aguda de células B (Lato y
col., 2021; Luca, 2021).

Cerca del 10 % de los pacientes afectados con esta leucemia son mas susceptibles
a afectaciones del sistema nervioso central, lo cual hace que presenten sintomas,
como debilidad visual, cambios de personalidad, cefalea, vomitos y disnea. Ademas
de las recaidas y el dafio al sistema nervioso central se relacionan con fracasos en

el tratamiento con quimioterapia, por una alta resistencia a esta (Lato y col., 2021).
|.7. Tratamientos

Los tratamientos para el cancer son diversos y estos dependen del tipo de cancer
gue se haya diagnosticado. Los tratamientos que comunmente utilizados, son: la
guimioterapia, radioterapia, terapia dirigida, inmunoterapia, cirugia, terapia hormonal,
entre otros, El objetivo principal de cada tratamiento es eliminar a las células
cancerosas, procurando no dafiar a las sanas, sin embargo, este propoésito se ve
dificultado debido a la capacidad de las células cancerosas de expandirse mediante
metastasis microscopicas, lo cual dificulta la especificidad de los tratamientos. Es por
ello por lo que, lo minimo que se busca con los tratamientos, es la supresion del
cancer hasta un estado subclinico donde se mantenga el estado normal y que el

paciente tenga una buena calidad de vida (Wang y col., 2018).

Cada uno de los tratamientos contra el cancer tiene enfoques diferentes, ademas

gue se aplican en diferentes tipos de cancer segun lo que se requiera. En ocasiones
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para un mejor resultado se emplea una combinacion de tratamientos. (Wang J. y col.,
2018).

La quimioterapia, es el tratamiento mas popular y empleado en la mayoria de los
canceres por ser considerado eficaz. Basicamente consiste en la administracion de
medicamentos especificos para detener o hacer mas lento el crecimiento de las
células cancerigenas. Sin embargo, este tratamiento puede generar graves efectos
secundarios porque no es especifico con las células cancerigenas y también
destruye a las sanas. Sus efectos secundarios pueden variar dependiendo de los
medicamentos empleados, de cada individuo y su respuesta inmune, ademas del

tipo de cancer. (Wang J., 2018; American Cancer Society, 2023).

Los medicamentos de la quimioterapia usualmente son por via intravenosa para para
alcanzar a las células cancerosas del cuerpo, es por esto por lo que este tratamiento
resulta muy Gtil para canceres como la leucemia que se ha propagado por todo el
cuerpo. Los medicamentos que mas comunmente se utilizan en las quimioterapias
parala LLA, son: la vincristina, citarabina, 6-mercaptopurina, metotrexato, entre otras

(Triarico y col., 2021; American Cancer Society, 2023).

Entre los quimioterapéuticos mas utilizados en el tratamiento de la leucemia, y que
se ha incorporado en los tratamientos de la LLA, se encuentra la vincristina, farmaco
del tipo alcaloide vegetal, que va dirigido a los microtabulos, interfiriendo en las
divisiones mit6ticas y en el crecimiento celular de las células cancerigenas, actuando
sobre la fase M del ciclo celular uniéndose a la tubulina, y provocando el rompimiento
del huso mitético. La administracion de altas concentraciones de este medicamento
hace que le sea posible unirse a puntos de baja afinidad en la superficie de la
tubulina, haciendo que la célula se quede detenida en la metafase y que los
cromosomas se dispersen en el citoplasma, llevando a la muerte celular. Puede
interferir también con la sintesis de proteinas, ADN y ARN, ya que bloquea la

utilizaciéon del acido glutamico. (Triarico y col., 2020; LaQuaglia y col., 2021).

La vincristina es un importante quimioterapéutico empleado en el tratamiento de la

LLA, sin embargo, ha sido asociado a la neurotoxicidad periférica, que es un efecto
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secundario, mayormente asociado en pacientes pediatricos con tratamiento de este
medicamento. Esto sucede ya que la vincristina no solo causa dafio en los
microtubulos, sino también en las mitocondrias y en el endotelio de células del
sistema nervioso. En general los tratamientos del cancer suelen provocar
alteraciones en la salud fisica y la calidad de vida de los pacientes, por lo cual, cada
vez se busca innovar con tratamientos mas especificos que causen una menor

toxicidad en las células sanas (Triarico y col., 2021; Vera Malaveé y col., 2023).
[.8. Tratamientos con péptidos

Los péptidos son cadenas de aminoacidos (menos de 100 aminoacidos) unidos por
enlaces amida (Pérez y col., 2018).

Estudios recientes han indicado que los péptidos pueden ser beneficiosos para el
descubrimiento y desarrollo de farmacos. Los péptidos que han sido estudiados
hasta el momento son agrupados en péptidos naturales: obtenidos directamente de
un organismo, y los péptidos sintéticos: producidos quimicamente con posibilidad de
modificaciones. Dentro de las limitaciones que poseen los péptidos se tiene su
biodisponibilidad oral, la cual es limitada o inexistente, ya que una vez suministrado
por la via oral, los factores de degradacion enziméatica, y la baja absorcion producida
por el paso hepatico que sufren los péptidos, afectan a la biodisponibilidad. Es por
esto por lo que se opta por una administracion intravenosa. Aunado a esto, los
farmacos peptidicos muestran una vida media de circulacibn mas corta, menor
permeabilidad celular y por lo general altas tasas de degradacion enzimatica (Li y
col., 2021).

Los avances en la tecnologia han sido innovados en el descubrimiento de farmacos
peptidicos. Hasta el momento han sido registradas 21,698 secuencias de péptidos
con actividad bioldgica contra el cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes,
apoptosis, entre otras patologias. Ademas, se cuenta con el desarrollo de mas de
150 péptidos, de 400 a 600 de ellos en etapa de ensayo preclinico y
aproximadamente 80 ya estan siendo comercializados (Pérez y Col., 2018; Li y col.,
2021).
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Los péptidos han demostrado ser prometedores para la inmunoterapia contra el
cancer, se tiene el ejemplo de las vacunas compuestas por péptidos, las cuales, se
encargan de activar al sistema inmunoldgico innato y al adaptativo, al interactuar con
los neutrdfilos, células dendriticas (DC), macrofagos, células asesinas naturales
(NK), células T, células B, entre otras. Estas vacunas tienen la ventaja de ser
practicas y costeables para el tratamiento del cancer. Los péptidos pueden ser
utilizados en compuestos avanzados, incorporando funciones de direccionamiento
celular, actividades terapéuticas, sitios de escision y transportadores de endocitosis.
Los péptidos generalmente son disefiados con la finalidad de atacar a células
especificas. Tal es el caso de un péptido sintético descrito en el articulo del British
Journal of Cancer, en el que se le describen caracteristicas como agente bloqueador
de las actividades pro-metastésicas de la interleucina 13. Ademas, se comprob6 que
este péptido fue capaz de reducir el desarrollo metastasico del cancer colorrectal y
el crecimiento de glioblastoma (Yavari y col., 2018; Zhang., 2019; Bartolomé & col.,
2018).

El interés en la implementacion de los péptidos como tratamiento es por las

caracteristicas que poseen, como son:

- Baja generacién de la respuesta inmune, que hace que, no presenten
grandes efectos secundarios

- Capacidad de interactuar con objetos poco explorados

- Facilidad de penetrar en los tejidos

- Pueden ser moléculas pequefas

- Su fabricacion no resulta costosa, ademas de que son faciles de
modificar para la mejora de su estabilidad en ensayos in vivo y su actividad
biolégica (Zhang, 2019).

La necesidad de tratamientos mas especificos y con menos efectos tdxicos, llevo al
disefié por medio de quimica computacional del péptido O1P4Bad. Para su disefio,
primero se cargaron lo dominios Bax y Bad BH3 en el software Anti-CP que genero

varios pentadecameros con potencial anti-cancerigeno, posteriormente las
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estructuras de estos pentadecameros fueron analizadas por medio de un modelado
molecular, donde se observo que solo dos de los péptidos BH3 adoptaron estructuras
secundarias. Para estudiar las interacciones intermoleculares de los péptidos Bad y
Bax BH3 y la afinidad de estos a los complejos Bcl-2, se realizaron simulaciones de
dindmica y acoplamiento molecular, ademas de un muestreo de paraguas (“Umbrella
sampling”). Con estas simulaciones y pruebas se encontré que el péptido O1P4Bad,
tedricamente resulta ser cien veces mas afin al dominio BH3 de Bcl-2 que Bax. y
entre sus ventajas se encuentra que es pequefio, y su estructura sugiere que es mas
selectivo que otros medicamentos utilizados para la inmunoterapia del cancer. Por
otro lado, indica ser especifico, ya que fue disefiado para dirigirse al dominio BH3
de Bcl-2, y teniendo en cuenta que es un péptido, este presenta una menor respuesta
del sistema inmune (Becerra y col., 2022).
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JUSTIFICACION

El cancer ha sido considerado una barrera en el aumento de la esperanza de vida
de la poblacion, ya que representa un problema de salud mundial. De acuerdo con
estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud el cancer es la principal causa
de muerte en el mundo, en 2020 se atribuyeron a esta enfermedad casi 10 millones
de defunciones (Organizacién Mundial de la Salud, 2022). En la poblacién menor a
15 afios el cancer en las células sanguineas es la principal causa de muerte (Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia, 2020).
La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas comudn en nifios y
adolescentes mexicanos. Un 75 % de los pacientes que padecen leucemia,
menores a 20 afios fueron diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda,
aproximadamente un 85 % a 90 % de las leucemias linfoblasticas agudas
pertenecen al tipo B, so6lo un 10% a 15 % al T. Sin embargo, aquellos pacientes
que presentan al fenotipo de las células T tienen una asociacibn a un peor
pronéstico clinico, ya que se considera compleja y con una menor tasa de
recuperacion; lo cual se podria adjudicar a su heterogeneidad y a los diversos
subtipos que tiene. La LLA B responde mejor al
tratamiento que la LLA T, por ello la leucemia linfoblastica aguda tipo T necesita de
tratamientos de quimioterapia intensificados (Dorantes-Acosta y col., 2013;
Jiménez-Morales y col.,2018).
La alta tasa de mortalidad por la LLA-T lleva al uso de tratamientos intensificados
efectivos para las células cancerigenas, sin embargo, causan grandes dafios a las
células y tejidos sanos. Esto ha sido una de las razones principales por las cuales se
busca innovar en los tratamientos para la LLA-T, con alternativas que resulten en una
mejora de la calidad de vida de los pacientes durante su tratamiento y que al mismo
tiempo no resulten ser tan agresivos los efectos secundarios. Partiendo de esto,
nuestro equipo de colaboradores disefiaron in silico,al péptido O1P4Bad, con el
objetivo de promover un efecto apoptético. Ya que los péptidos, en teoria, son mas
selectivos a su diana molecular la molécula pro-apoptética Bad, con lo cual se espera

gue el tratamiento sea mas eficaz y menos agresivo con los pacientes de LLA-T. Sin
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embargo, aun no hay trabajos respecto a su efecto citotéxico in vitro (Becerra y col.,
2022). El objetivo de este trabajo es evaluar, por primera vez, el efecto anti-
proliferativo del péptido O1P4Bad y compararlo con el de la vincristina sobre células
Jurkat, ademas de evaluar si tiene un menor efecto apoptoético en células sanas
(PBMC).
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HIPOTESIS

El péptido disefiado O1P4Bad promovera la muerte celular por apoptosis en células
Jurkat de leucemia linfoblastica aguda tipo T e inducira significativamente menos

citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes

sanos.
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V.

OBJETIVOS
IV.1. General

Determinar el efecto apoptético del péptido O1P4Bad en células Jurkat de leucemia
linfoblastica aguda tipo T y evaluar un menor efecto citotéxico en PBMC de pacientes

sanos.
IV.2. Especificos

- Determinar la concentracion media inhibitoria (ICso) en células de leucemia
linfoblastica aguda tipo T (Jurkat) inducida por el péptido O1P4Bad.

- Evaluar el efecto anti-proliferativo utilizando la ICso del péptido O1P4Bad en
células de leucemia linfoblastica aguda tipo T (Jurkat) y compararlo con el
inducido por la vincristina.

- Evaluary comparar el efecto anti-proliferativo del péptido O1P4Bad en células

Jurkat y en células PBMC.
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V.

METODOLOGIA
V.1.Desarrollo experimental
V.1.1. Cultivo de células Jurkat

Se obtuvieron células Jurkat (ATCC, No. TIB-152) de la American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.) y seran cultivadas a 37°C, en un aire
humidificado 95 %, con una atmosfera de CO2 al 5 %. Las células Jurkat fueron
cultivadas en medio RPMI (1640 /ATCC, No. 30-2001), con un 10 % de suero fetal
bovino (FBS, ATCC, No. 30-2020) y 2 % de antibidticos (penicilina y sulfato de
estreptomicina). Se realizaron lavados cada tercer dia y las células se mantuvieron
a una densidad maxima de 250,000 células/mL. Para los tratamientos, se tomé una
alicuota de 10 pL y se mezclé con 10 pL de azul tripano al 0.04 % para el conteo de
células en una camara de Neubauer y se sembraron aproximadamente 250,000
células en cada pozo de una caja de 12 pozos, posteriormente los pozos se aforaron
a 400 puL. A las 24 horas de ser sembradas las células Jurkat fueron tratadas con
vincristina en una concentracion de 10 uM como control positivo, con RPMI como
control negativo, y con 20 pL de las concentraciones de 1, 10, 50, 100 y 200 uM del
péptido, finalmente a los pozos se les agregaran 100 uL mas de RPMI, obteniendo
un volumen final de 500 pL. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C
con una atmosfera de CO2 al 5 % en una incubadora humidificada. Durante dos dias,
cada 24 horas se tomaron 10 pL de cada pocillo y se mezclaron con azul de tripano
al 0.04 % para ser contadas en la cAmara de Neubauer y determinar la proliferacién

celular.
V.1.2. Péptido y Vincristina

El farmaco vincristina (VCR) que se utilizé en los tratamientos fue adquirido en Sigma
Aldrich (nimero de catalogo V8388). Y el péptido O1P4Bad se mandoé a sintetizar.
Este fue diluido en 10 mL de RPMI, quedando en una concentracion de 5300 uM, de
la cual se tom6 943.4 pL para hacer el stock de la concentracion de 200 uM, 471.69
pL para la de 100 pM, 235.8 pL parala de 50 uM y 47.16 L para la de 10 pM.
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V.1.3. ICso del péptido O1P4Bad en células Jurkat

Para proponer la concentracion media inhibitoria (IC50) a utilizar en los experimentos
y determinar el efecto proliferativo de las células Jurkat, se utilizaron cajas de 24
pozos. Se colocaron aproximadamente 250,000 células en cada pozo,
posteriormente se llevaron a incubar durante 24 horas a 37 °C y 5 % CO2. Una vez
transcurridas las 24 horas se trataron con las concentraciones seleccionadas (1, 10,
50, 100 y 200 uM) del péptido y con una concentracion de 10 uM de vincristina como
control positivo, considerando un volumen final de 500 pL para todas las muestras.
Una vez adicionado el tratamiento, se contaron las células de acuerdo con el
protocolo de azul tripano en el microscopio y se incubaron por 24 horas a las mismas
condiciones. Transcurridas las 24 con el tratamiento, fueron nuevamente contadas
al microscopio con azul tripano y se repitid este mismo procedimiento de conteo a
las 48 horas del tratamiento. Fueron consideradas las tanto las células vivas como

muertas para las graficas de proliferacion.
V.1.4. Cultivo de células PBMC

Para evaluar el efecto anti-proliferativo del péptido O1P4Bad en un modelo de
linfocitos control (sanos) se realizo la extraccion de células mononucleares de sangre
periférica (PMBC), se solicité la participacidbn consensuada de ocho voluntarios,
cuatro de ellos para la estandarizacion del método (cultivo y supervivencia de las
PBMC) y cuatro de ellos para los experimentos finales, fueron jévenes de entre 20-
25 afios (Debido a datos del INEGI, donde la principal causa de defuncién por tipo
de cancer fue la leucemia en los jovenes entre 20-29 afios, de sexo indistinto, sin
antecedentes de cancer, anemia o enfermedades autoinmunes, por medio de una
invitacion publicada, para la extraccion de sangre periférica (Anexo 1). Tres mililitros
de sangre venosa periférica fueron extraidos de los participantes en las instalaciones
del laboratorio de Biologia Molecular y posteriormente se diluyeron con tres mililitros
de buffer fosfato salino (PBS) 1X, para posteriormente depositarlos cuidadosamente

sobre una solucion de Ficoll- -Paque PLUS (GE, Healthcare) y se llevaron a
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centrifugar a 500 rpm, durante 30 minutos a 4°C. La capa de células PMBC, fue
rescatada mediante pipeteo y posteriormente se lavo con PBS 1X y Buffer de lisis 1X
(Red blood Cell Lysis Solution, Roche, No. Cat.11814389001) y se centrifugo a 500
rpom durante 10 minutos a 4°C para eliminar plaquetas y el medio de separacién
residual. Por ultimo, el pellet obtenido fue resuspendio con medio RPMI-1640
(GIBCO) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (Gibco, Invitrogen MAYIMEX)
antibidtico (penicilina, estreptomicina, Gibco, Invitrogen).

V.1.5. ICso del péptido O1P4Bad sobre las células PMBC

Para los tratamientos de PMBC, se utilizaron cajas de 12 pozos. Se colocaron 400
pL de la solucion madre de células (aproximadamente 1 X 106 células) en cada pozo,
posteriormente se llevaron a incubar durante 24 horas a 37 °C y 5 % CO2. Una vez
transcurridas las 24 horas se trataron con la concentracion minima inhibitoria del
péptido seleccionada en las células Jurkat y con una concentracion de 10 uM de
vincristina, siendo esta el control positivo, considerando un volumen final de 500 pL.
Una vez adicionado el tratamiento, fueron contabilizadas las células de cada pocillo,
de acuerdo con el protocolo de azul tripano, en el microscopio y se incubaran por 24
horas a las mismas condiciones, una vez transcurridas las 24 con el tratamiento,
nuevamente se contaron al microscopio con azul tripano y se repiti6 este mismo
procedimiento de conteo a las 48 horas del tratamiento. Fueron consideradas las

células vivas tanto como las células muertas para las graficas de proliferacion.
V.1.6. Andlisis estadistico

Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado por cada concentracién
y control a analizar y ensayo, los datos fueron analizados con la media + desviacion

estandar, con un ANOVA y una prueba post hoc en el programa GraphPad Prism 8.
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V.1.7. Manejo de RPBI

De acuerdo con la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
proteccion Ambiental - salud ambiental - residuos peligrosos biolégicoinfecciosos -
clasificacion y especificaciones de manejo, la sangre y los componentes de esta,
incluyendo células progenitoras, asi como los cultivos de células cancerigenas, y los
insumos utilizados en la manipulacién y manejo de estos, resultan ser residuos
bioldgico-infecciosos. Por lo cual, en cada toma de muestra, los objetos como las
jeringas, una vez utilizadas fueron desechadas en un recipiente rigido polipropileno
color rojo, especifico para objetos punzocortantes. Mientras que soOlo aquellas
torundas que fueron empapadas con sangre fueron depositadas en bolsas de
polietileno rojo marcadas con el simbolo universal de riesgo bioldgico y la leyenda
“‘Residuos peligrosos Biolégico-Infecciosos (RPBI)”, junto las con cajas P100 que
contendran las células Jurkat y PBMC, que una vez que estas fueron utilizadas se
inactivaron por al menos 15 minutos con una solucion de cloro al 10 %.
Posteriormente estas bolsas fueron almacenadas temporalmente para su
recoleccion y transporte por la empresa ECOLSERVI Industrial, quienes se
encargaron del tratamiento para su correcta disposicion final. Con base a lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biol6gico-infecciosos -

Clasificacion y especificaciones de manejo.
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VI. RESULTADOS
VI.1. Proliferaciéon de las células Jurkat

Para conocer el tiempo de proliferacion de la linea celular Jurkat se realiz6 una curva
de proliferacion durante 48 horas, como se observa en la figura 4, en donde se estimo
un tiempo de duplicacion de 36 horas, en nuestras condiciones de cultivo.

Jurkat

400=
\g 300=
‘©
o
_g 200=
E
o
X 100+

0 1 1 | |
0 horas 24 horas 48 horas
Tiempo (h)

Figura 4. Curva de proliferacién de las células Jurkat. Se indica el porcentaje de
proliferacion de las células, cultivadas con medio de crecimiento RPMI y
contabilizadas a las 24 y 48 horas, mediante el ensayo de exclusion de azul tripano.
Se presenta la media de tres experimentos independientes por triplicado, las barras

indican error estandar (SEM).

VI.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria media (IC50) del

péptido O1P4Bad en las células Jurkat

Para determinar la concentracion inhibitoria media se realiz6 una curva de dosis
respuesta, la cual se observa en la figura 5. Se utilizaron concentraciones de 1, 10,
50, 100 y 200 uM del péptido y como control positivo se utilizé una concentraciéon de

10 uM de vincristina. Podemos observar una disminucion significativa en la
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proliferacion de las células Jurkat tratadas con el inhibidor de la proliferacion
(vincristina 10 uM) con respecto al control negativo. Adicionalmente, se observa una
disminucion significativa con respecto al control negativo en la proliferacion de las
células Jurkat tratadas con el péptido O1P4Bad desde la concentracion de 1 uM
hasta 100 uM. Se observa que la concentracion de 50 uM muestra una disminucion
del 50 % de la proliferacion desde las 24 h, por lo cual, se optd por seguir con dicha

concentracion para posteriores experimentos.

400+
-o- Negativo
S 300+ -m- Positivo
-E 1 uM
£ 200+ 10 uM
O
a - 50 uM
32 100-
% 100 uM
0 : : : 200 pM
0 horas 24 horas 48 horas

Figura 5. Grafico de concentracion respuesta del péptido O1P4Bad en la linea celular
Jurkat. Se indica la media del porcentaje de proliferacion de las células Jurkat
sometidas a distintas concentraciones (1, 10, 50, 100 y 200 pM) del péptido O1P4Bad
y vincristina 10 uM, como control positivo, comparadas contra control negativo. El
analisis estadistico ANOVA de dos vias y prueba post hoc Tukey, ****P<0.0001 se

realizo con el paquete estadistico Graphpad Prism 8.0.1.

En la figura 6 se observa el efecto del péptido O1P4Bad en la linea celular Jurkat a
24 (A) y 48 (B) horas. En la figura 6A observamos una disminucion estadisticamente
significativa de la proliferacion de las células Jurkat con respecto a su control, a partir
de la concentracion de 1 uM hasta 200 uM del péptido versus las células control. Se
aprecia que el valor de IC50 del péptido sobre las células Jurkat fue en la

concentracion de 50 uM a las 24 horas, mostrando un porcentaje similar al control
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positivo (vincristina 10 uM). En la figura 6B, se observa un porcentaje mayor de

inhibicion de la proliferacion a las 48 horas.
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Figura 6. Efecto del péptido O1P4Bad en la proliferacion de las células Jurkat a las
A) 24 horas y B) 48 horas, en concentraciones de 1, 10, 50, 100 y 200 uM. Se utilizé
Vincristina 10 uM, como control positivo y control (RPMI). El analisis estadistico de
ANOVA de una via, prueba post hoc Dunnet, ****P<0.0001 con respecto al control

negativo se realizo con el paquete estadistico Graphpad Prism 8.0.1.

Para determinar el porcentaje de células muertas se realizé una curva de dosis
respuesta y se contaron las células positivas a azul tripano. Se utilizaron
concentraciones de 1, 5, 10, 50, 100 uM del péptido O1P4Bad y como control positivo
se utilizé una concentracion de 10 uM de vincristina. En la figura 7 se puede observar
el efecto citotoxico del péptido y la vincristina con respecto a las células control,
representado por el porcentaje de células muertas que hubo en cada tratamiento a
las 24 y 48 horas, se confirma la muerte del 50% de células Jurkat con la
concentracion de 50 uM del péptido O1P4Bad a 24 horas. Se puede observar una
tendencia a incrementar el porcentaje la muerte de las células a las 48 horas, sin

embargo, esta tendencia no es estadisticamente significativa.
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Figura 7. Efecto del péptido O1P4Bad. Tratamiento con el péptido O1P4Bad en
concentraciones (1, 5, 10, 50 y 100 uM) y control positivo de Vincristina 10 uM a 24
28 y 48 horas, sobre la linea celular Jurkat, representado en porcentaje de células
muertas. El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico Graphpad Prism
8.0.1, por medio de un ANOVA de dos vias, prueba post hoc Tukey, ***P<0.0001.

VI.3. Citotoxicidad del péptido O1P4Bad sobre las células PBMC

A partir de los resultados obtenidos de los tratamientos de las células Jurkat con el
péptido O1P4Bad, y haber determinado una ICso de 50 pM, se decidi6 tratar las
PBMC con dicha concentracion. Los tratamientos para evaluar la citotoxicidad del
péptido en las células PMBC se muestran en la figura 8 a 24 horas (A) y 48 horas
(B). Se observa que en las células tratadas con VCR 10 pM hubo una disminucion
significativa de la proliferacién de las PBMCs a 24 y 48 horas (88.46 + 7.08 vs 87.83
+ 12.10 %, respectivamente) con respecto al control. Sin embargo, el tratamiento con
50 uM del péptido O1P4Bad disminuyo la proliferacién de las PBMCs a las 24 horas,
con respecto al control. De manera interesante la disminucion de la proliferacion no

se conserva hasta las 48 horas, y alcanza valores similares al control negativo.
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Figura 8. Efecto citotoxico de la IC50 del péptido O1P4Bad a las 24 horas A) y B) 48
horas. Tratamiento con el péptido O1P4Bad en una concentracion de 50 uM, como
control positivo VCR 10 puM y RPMI como control negativo, sobre las PMBC,
representado en porcentaje de proliferacion. El andlisis estadistico se realizé con el
paquete estadistico Graphpad Prism 8.0.1, por medio de un ANOVA de una via,
prueba post hoc Dunnet, *P<0.05.
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VII.

DISCUSION

La leucemia linfoblastica aguda tipo T (LLA-T), representa un desafio clinico debido
a su heterogeneidad y principalmente porque no responde adecuadamente a los
tratamientos convencionales. En el presente trabajo de investigacion se estudio el
efecto anti-proliferativo del péptido Ol1P4Bad en comparacion con un

quimioterapéutico convencional (VCR) en las células Jurkat y en las PBMC.

Se realizé una curva de proliferacion de las células Jurkat durante 48 horas, y se
estimo6 un tiempo de duplicacién de 36 horas, en nuestras condiciones de cultivo.
Esto contrasta con la informacién de ATCC que indica que el tiempo de duplicacion
de las células Jurkat es de 48 h, sin embargo, nuestros datos concuerdan con la tasa
de duplicacion para esta linea celular de 25 a 35 h reportada por el instituto Leibniz
DSMZ-de la coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares (ATCC 2024;
Drexler, H. G. y col. 2018, Koblitz J., 2022). Los tiempos de duplicacion dependen de
las condiciones de cultivo, en los cuales incluso para la misma linea celular existe un
rango de tiempos de duplicacion, estos dependen de condiciones propias de las
células como la fase de crecimiento, el tiempo de almacenamiento de las células y
otras condiciones externas como el porcentaje de SFB, la densidad celular inicial, la
composicion y el volumen del medio; asi como de factores técnicos que deben
tenerse en cuenta para lograr ensayos de sensibilidad a farmacos confiables y
reproducibles (Drexler, H. G. y col. 2005, Koblitz J., 2022).

Posteriormente, se analiz6 el efecto del péptido Ol1P4Bad a distintas
concentraciones sobre la proliferacion de las células de Jurkat de LLA-T. Se
realizaron graficas de concentracion respuesta para evaluar el porcentaje de
proliferacion y determinar con estas la concentracion minima inhibitoria que

posteriormente se utilizaria en las células PBMC.

Las concentraciones del péptido fueron elegidas tomando como referencia la de la
vincristina, ya que esta segun resultados de Evangelisti y col., en 2014, resulta ser
citotoxica, disminuyendo la viabilidad de la linea celular Jurkat en un rango de 1 a

100 uM (Evangelisti y col., en 2014). Ademas, se tomd en cuenta el rango de

30



concentraciones (10, 20, 30 y 40 uM) usada por el grupo de trabajo de Mauricio Arias
y col., en 2020, donde evaluaron diferentes péptidos de pesos moleculares similares
a O1P24Bad en células Jurkat y PBMC (Arias y col., 2020). Considerando esto
decidimos tomar como estandar la concentracion de 10 pM, para la vincristina, probar
esta misma concentracion del péptido, ademas de otras mayores o menores, ya que
estudios como el de Insuasty-Cepeda y col., en 2023 reportaron IC50 de péptidos
sobre lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) de 6 uM hasta 20 uM, induciendo
el dafio celular a través de la via de apoptosis (Insuasty-Cepeda y col., en 2023).

Los resultados de nuestros tratamientos nos indicaron una actividad citotoxica por
parte del péptido O1P4Bad sobre las células Jurkat, e inferimos que podria actuar
como un péptido pro-apoptdtico inhibiendo la accion anti-apoptética de la proteina
Bcl-1 y/o Bcl-xL, como Becerra y col., en 2022 propusieron en su disefio del péptido,
disefiandolo con base en el dominio BH3 de la famila Bcl-2, permitiendo la formacion
de dimeros Bad-Bcl2 y Bad-Bcl-xL y promover asi la apoptosis. Investigaciones
previas han demostrado que algunas moléculas pequefias que imitan la interaccién
de las proteinas del dominio BH3 con la proteina anti-apoptética Bcl-2 pueden inducir
selectivamente la apoptosis en las células Jurkat (Hamdy y col., 2021, Lee y col.
2014). Sin embargo, debido a que nuestros experimentos se limitaron a ensayos de
proliferacién con azul tripano, no pudimos corroborar que la disminucion de la
proliferacion que se presentd en las células Jurkat después de ser tratadas con el
péptido fuera especificamente porque se promovia la apoptosis, pero si pudimos
determinar que existe citotoxicidad provocada por el péptido (como se observa en la
figura 7), y se sugiere que debido a esto se gener6 una disminucion de la proliferacion

de las células.

Para poder comprobar nuestra hipotesis de que el péptido O1P24Bad seria mas
especifico atacando a las células cancerosas en mayor medida que a las células
sanas (citotoxicidad selectiva), en comparacion con los quimioterapéuticos
convencionales, se evalud la ICso del péptido O1P24Bad en células PBMC a 24 y 48
h. Nuestros resultados nos mostraron que, aunque a las 24 horas del tratamiento las

células PMBC una disminucibn mayor de la proliferacion (no significativa) en
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comparacion con sus controles negativo y positivo (vincristina). Este efecto de mayor
disminucién de la proliferacion con respecto a sus controles no se conserva a las 48
horas de tratamiento, sugiriendo que hay una respuesta adaptativa de las células al
péptido O1P24Bad. Quiza, debido a que el péptido es degradado después de las 24h

y las células PBMC viables continuaron proliferando (Zaman y col. 2019).

Por otro lado, la citotoxicidad selectiva hacia las células Jurkat podria deberse a que
son mas sensibles a una inhibicion de la via anti-apotética mediada por Bcl-2 y Bcl-
XL, los cuales podrian ser inhibidos por nuestro péptido, de acuerdo con los estudios
computacionales realizados por E. Becerra y col., en 2022. Es importante evaluar la
expresion de estos marcadores pro-apoptéticos en cada una de las lineas celulares
utilizadas para corroborar esta especulacion (Becerra E. y col., 2022).

Ademas, es necesario un estudio prospectivo donde se determine que la muerte
celular es efectivamente apoptosis y no necrosis, ya que algunos péptidos
anticancerigenos acttan por la via de la disrupcién de la membrana celular. Asi como
caracterizar el mecanismo de accién del péptido, determinando si se une de manera

selectiva a las proteinas anti-apoptoéticas Bcl-2 y Bcel-xL.

El uso de péptidos como tratamientos de enfermedades hoy en dia es innovador y
una puerta de investigacion, aunque hay poca informacion de estos utilizados en la
guimioterapia, existen varios autores que refieren actividad citotoxica en los péptidos

gue probaron (Hamdy y col. 2021, Zaman y col. 2019).

Por lo tanto, los resultados que fueron obtenidos en este presente trabajo de
investigacion indican que el uso del Péptido O1P4Bad como tratamiento in vitro de
las células de leucemia linfoblastica aguda tipo T, disminuye la proliferacién de estas

células siendo menos citotéxico en las células PMBC.
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VIII.

CONCLUSIONES

La leucemia linfoblastica aguda tipo T (LLA-T) presenta un desafio significativo
debido a su heterogeneidad y la limitada eficacia de los tratamientos convencionales.
En este estudio, se evaluo el efecto citotoxico del péptido O1P4Bad en células Jurkat
y células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Los resultados demostraron
que el péptido O1P4Bad exhibe actividad citotdxica en células Jurkat, sugiriendo su
potencial como un agente pro-apoptotico que podria inhibir las proteinas anti-
apoptoticas Bcl-2 y Bcl-xL. Aunque se observd una disminucion en la proliferacion
celular, se requieren estudios adicionales para confirmar que este efecto se debe a
la induccion de apoptosis y no a otros mecanismos. Ademas, la citotoxicidad
selectiva del péptido hacia las células cancerosas en comparacién con las células
sanas sugiere que O1P4Bad podria representar una alternativa prometedora a los
guimioterapéuticos convencionales. Sin embargo, la respuesta adaptativa de las
células Jurkat a las 48 horas plantea preguntas sobre la estabilidad y efectividad
prolongada del péptido. Se necesita investigar mas a fondo el mecanismo de accién
del péptido y su interaccidn con las proteinas anti-apoptoéticas para validar su uso en
tratamientos futuros. En resumen, los hallazgos de este trabajo subrayan el potencial
del péptido O1P4Bad como una opcién terapéutica innovadora para la LLA-T,
ofreciendo una nueva via de investigacion en el desarrollo de tratamientos menos

toxicos y mas especificos para esta enfermedad.
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X.

ANEXOS
X.1. Anexo 1

Consentimiento informado para la participacion en el estudio del efecto anti-
proliferativo del péptido O1P4Bad en células mononucleares sanas de sangre
periférica (PBMC).

Introduccioén

El cancer es considerado una barrera para el aumento de la esperanza de vida de la
poblacién, debido al problema de salud que representa. De acuerdo con
estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud el cancer es la principal causa
de muerte en el mundo, en 2020 se atribuyeron a esta enfermedad casi 10 millones
de defunciones. En la poblacion menor a 15 afios la leucemia es la principal causa
de muerte y su principal caracteristica es que, es producida en las células

sanguineas.
Objetivo

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto anti-proliferativo del péptido O1P4Bad
comparandolo con el de la vincristina sobre células Jurkat, ademas de su menor

citotoxicidad en células mononucleares sanas de sangre periférica (PBMC).
Criterios de inclusién

e Pacientes jévenes de entre 20-25 afios

e Sexo indistinto.
Criterios de exclusién

e Antecedentes de cancer
e Antecedentes de enfermedades autoinmunes

e Antecedentes de Anemia

Procedimiento
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La alumna Ana Mayra Resendiz Corona, con conocimientos y experiencia en quimica
clinica, tomara una muestra de 3 mL de sangre periférica de la vena media del brazo
izquierdo o derecho del paciente, dentro de las instalaciones del laboratorio de
Biologia molecular del edificio de Ciencias Quimico-Biol6gicas. Para tal
procedimiento, se hace uso de un torniquete, se limpia la zona con alcohol, se coloca
una aguja nueva desechable en el vacutainer y se inserta dentro de la vena,
inmediatamente se coloca el tubo morado (con EDTA) para recolectar la muestra
sanguinea, una vez que se esté llenando el tubo, se retirara el torniquete y se
esperara a que el tubo este lleno en un 80% de su capacidad. Seguido de esto se
retirara el sistema vacutainer y se le colocara al participante voluntario una torunda

seca en el area en donde se insertd la aguja.
Efectos adversos y molestias

El participante voluntario no sufrird efectos adversos al donar sangre periférica,
debido a las condiciones de asepsia y de seguridad, asi como la cantidad que se va
a extraer. Las molestias son minimas y solo son asociadas por insertar la aguja en
la vena media del brazo, lo cual resulta minimamente invasivo y dura pocos
segundos. Puede presentarse un pequefio hematoma en la zona, sin embargo, es

poco probable que este se produzca.

En caso de que el paciente requiera de atencién médica se acudira a la unidad de
SU SALUD UAQ con teléfono 4421921200, ubicada en el edificio 1 de la Facultad de
Quimica, donde se cuenta con servicio medico de rapido alcance para atender al

paciente donador.
Beneficios de la donacién de sangre periférica para el presente estudio

El participante voluntario no asumird ningln costo por su participacion y todo lo
necesario para realizar la toma de muestra sera proporcionado por la tesista y su
directora responsable. Asi mismo, se contribuye a la investigacion del efecto anti-
proliferativo (citotoxicidad) del péptido OlP4Bad en células sanguineas para

determinar su propuesta en el tratamiento de la LLA-T.
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Medios para larevocacion del consentimiento

En cualquier momento puede solicitar la revocacion del consentimiento otorgado a
los investigadores para tratar sus datos personales llenado el formato de revocacién

de consentimiento que le sera entregado antes de su toma de muestra.
Confidencialidad

Los datos recabados en el siguiente se manejaran bajo los criterios de

confidencialidad que dictaminan las normas mexicanas.
Informacién de contacto

Investigador responsable: Dra. Alicia Irasema Mendieta Trejo
Laboratorio de Quimica Biomolecular

Facultad de Quimica, Universidad Autonoma de Querétaro

e-mail: alicia.mendieta@uag.mx

Tel. (01 442) 1 92 12 00 Ext. 75015
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARTICIPANTE

Nombre del participante

Domicilio

NuUmero de teléfono Fecha
Firma del participante

TESTIGO 1

Nombre del testigo

Domicilio

Numero de teléfono Fecha

Firma del testigo

TESTIGO 2

Nombre del testigo

Domicilio

NUmero de teléfono Fecha

Firma del testigo

DECLARACION DE LA INVESTIGADORA

Mi directora a cargo y yo hemos expuesto al participante el propdsito y objetivo del
estudio, asi como los posibles riesgos y beneficios de su participacién en este.
Considero por mi parte que el participante ha recibido la informacion completa con

un lenguaje comprensible y apropiado, ademas de que sus dudas fueron resueltas.

Nombre de la investigadora o representante

Firma de la investigadora
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Fecha

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declaro haber sido informado(a) con entera satisfaccion y se me ha dado la
oportunidad de exponer mis dudas al respecto del proyecto. Mi participacion es
voluntaria, teniendo el derecho a no aceptar ser parte del estudio. Entiendo el objetivo
de la investigacion y que mis datos seran manejados con total confidencialidad. Asi
mismo, se me ha otorgado una copia de este consentimiento para participar en este

estudio.

Libremente y sin ninguna presion, acepto y doy mi consentimiento para participar en

este estudio.

Nombre del participante Firmay fecha

Domicilio del participante

Nombre del testigo 1 Firmay fecha

Domicilio del testigo 1

Nombre del testigo 2 Firma y fecha

Domicilio del testigo 2
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X.2. Anexo 2

Solicitud de revocacién del consentimiento para la participacion en el estudio
del efecto anti-proliferativo del péptido O1P4Bad en células mononucleares
sanas de sangre periférica (PBMC).

FORMATO DE REVOCACION DE CONSENTIMIENTO

Fecha y hora de recepcion:

Lugar:

1. DATOS DEL SOLICITANTE

Nombre del titular

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Descripcion del documento oficial que proporciona

Identificacién oficial del solicitante o representante legal (anexar copia

simple)

Credencial de elector

Cartilla de servicio militar

Credencial de afiliacion IMSS, ISSS o INAPAM

Pasaporte vigente

Cédula profesional

2. DOMICILIO O MEDIO PARA RECIBIR NOTIFICACIONES

Domicilio del titular

Calle Numero Colonia C.P. Municipio
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Correo electroénico

3. NOMBRE DE A QUIEN DIRIGE LA SOLICITUD

4. SI LO DESEA, ANOTE EN FORMA CLARA Y PRECISA LOS DATOS
PERSONALES CON RESPECTO A LOS CUALES SE SOLICITA LA
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO (OPCIONAL)

5. INDIQUE LA FINALIDAD POR LA CUAL SE REVOCA EL
CONSENTIMIENTO

Es mi deseo revocar el consentimiento informado que me fue proporcionado.

Nombre y firma del solicitante Nombre y firma de quien recibe
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X.3. Anexo 3

Figura 9. Invitacion de reclutamiento publicada a los voluntarios para participar en el
estudio del efecto anti-proliferativo del péptido O1P4Bad en células mononucleares

sanas de sangre periférica (PBMC).

¢Te gustaria ser
parte de un proyecto
de investigacion?

¢En que consiste?

¢Cudl es el objetivo?

¢Cémo seran manejados
los residuos?

Requisitos para
ser voluntario

iSu participacion es
completamente anénima!

¢Interesado en participar?

Ayiudanos a complementar m

nuestra investigacion, ita
participacion es importante!
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