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Resumen

La leucemia es una enfermedad neoplasica progresiva del sistema hematopoyético
caracterizada por la proliferacion no regulada de las células hematopoyéticas; esta
enfermedad puede ser clasificada en dos amplios grupos: aguda y cronica. El
tratamiento estandar es la quimioterapia, y el objetivo principal es erradicar todas
las células malignas dentro de la médula 6sea. La vincristina es un vinca alcaloide
el cual ejerce un efecto anticancerigeno a nivel microtubular. La terapia con
vincristina suele asociarse con diferentes efectos adversos entre ellos pérdida de
cabello, bajo conteo sanguineo, neuropatia periférica, entre otras, ademas de
fiebre, diarrea y pérdida de peso principalmente. En la presente investigacion se
presenta la hipétesis de que el pteroestilbeno, un compuesto natural con actividad
anticancerigena, puede incrementar de manera significativa el efecto
antiproliferativo de la vincristina, es decir, producir un efecto aditivo, al aplicarlo
como tratamiento en cultivos de células Jurkat de Leucemia Linfocitica aguda tipo
T. Para probar la hipotesis se llevaron a cabo procedimientos de tratamiento para la
determinacién de la viabilidad celular por ensayo de azul tripano, para obtener el
porcentaje de proliferacion por conteo utilizando una camara de Neubauer, y de
esta manera determinar las concentraciones inhibitorias 50 (Clsg) de ambos
compuestos, y posteriormente el efecto de la combinacion de ambos tratamientos.
En los resultados obtenidos se logré comprobar un efecto antiproliferativo, ademas
de un efecto aditivo en el tratamiento combinado a través de un analisis post hoc
con una prueba de Tukey, que prueba diferencias significativas contra el control.



Abstract

Leukemia is a progressive neoplastic disease of the hematopoietic system
characterized by unregulated proliferation of hematopoietic cells; this disease can
be classified into two broad groups: acute and chronic. The standard treatment is
chemotherapy and the primary goal is to eradicate all malignant cells within the
bone marrow. Vincristine is a vinca alkaloid that achieves an anti-carcinogenic effect
at microtubular level. Vincristine therapy is usually associated with other adverse
effects including hair loss, low blood content, peripheral neuropathy, among others,
in addition to fever, diarrhea and weight loss mainly. In the present investigation, the
hypothesis is presented that pterostilbene, a natural compound, with anti-cancer
activity, can significantly increase the anti-proliferative effect of vincristine, that is,
produce a additive effect, when applying it as a treatment, in cultures of Jurkat cells
of acute lymphocytic leukemia type T. To test the hypothesis, treatment procedures
were carried out for the determination of cell viability by trypan blue assay, to obtain
the percentage of proliferation by counting, using a Neubauer chamber, and in this
way to determine inhibitory concentrations 50 (ICso) of both compounds, and
subsequently the effect of combination of both treatment. In the results obtained, an
antiproliferative effect was verified, as well as a additive effect in the combined
treatment through a post hoc analysis with a Tukey test which tests significant
differences against the control.



1 Antecedentes

1.1 Sistema Hematopoyético

El sistema hematopoyético incluye tejidos y organos involucrados en la
proliferacion, maduracion y destruccion de células sanguineas; los 6rganos vy
tejidos del sistema hematopoyético son: sistema fagocitico-mononuclear, bazo,
ganglios linfaticos, timo, higado y médula dsea, siendo esta ultima el tejido con
mayor importancia como precursor de las células hematopoyéticas y se aprecia en
la Figura 1 (McKenzie y col., 2000).

Anatomia del hueso

- Vasos sanguineos
Hueso esponjoso de la médula 6sea
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Figura 1. Médula ésea: tejido principal en la produccion de células madre para el

proceso de hematopoyesis (diferenciacion y maduracion) (NIH, 2017).

El sistema hematopoyético depende fundamentalmente de la existencia de células
madre, para mantener la produccion de células sanguineas maduras, siendo la

autorrenovacion y diferenciacion su propiedad basica (Almaguer y Jaime, 2009).



1.2 Hematopoyesis

La hematopoyesis es un complejo proceso de diferenciacidon y maduracion de
células madre, para convertirse en las diferentes células sanguineas (globulos
rojos, glébulos blancos y plaquetas), tal como se observa en la Figura 2, donde se
representa graficamente el proceso de maduracion a partir de una célula
hematopoyética basal. Este proceso se lleva a cabo en la médula 6sea, en donde
se encuentra un compartimento hematopoyético, formado por islotes de células
hematopoyéticas, de las diferentes lineas celulares en sus diferentes estadios

madurativos (Palomo y col., 2009).
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Figura 2. Hematopoyesis: esquematizacion de la diferenciacion de las células
hematopoyéticas (Fortoul T, 2017).
Dentro del sistema hematopoyético se pueden desarrollar diferentes patologias
que afectan a las células sanguineas, entre las mas comunes se encuentra la

leucemia (Palomo y col., 2009).



1.3 Leucemia

La leucemia es una enfermedad neoplasica del sistema hematopoyético, que se
caracteriza principalmente por la proliferaciéon descontrolada y anormal de los
precursores de las células sanguineas, a causa de las alteraciones en los
mecanismos que regulan los procesos de sintesis y maduracion de dichas células,
y las cuales, a su vez, invadiran progresivamente los tejidos del organismo; la
clasificacion de las leucemias se da por las caracteristicas morfolégicas de las
células sanguineas que se observan (Hurtado, 2012).

1.4 Clasificacion de Leucemia
La Leucemia puede ser clasificada en dos amplios grupos con base en la
agresividad de la enfermedad: Aguda y Crénica. En el Cuadro 1 se esquematizan

las caracteristicas generales de éstos grupos de leucemia (NIH, 2013).

Cuadro 1. Caracteristicas generales de las leucemias agudas y cronicas
(NIH, 2013).




A su vez estos dos grupos se sub clasifican en mieloides o linfoides, de acuerdo al
origen de la clona de la célula progenitora leucémica, vinculando, simultaneamente,
la agresividad de la enfermedad y el origen de la célula. Siendo los cuatro
principales tipos de leucemia los siguientes:

* Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)

* Leucemia Mielocitica Aguda (LMA)

* Leucemia Mielocitica Cronica (LMC)

* Leucemia Linfocitica Crénica (LLC)

(NIH, 2013)

1.4.1 Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)

La LLA es un desorden hematoldgico maligno causado por la excesiva produccion
de linfoblastos, los cuales se acumulan principalmente en la médula 6sea y sangre
periférica. Este es el tipo de leucemia mas frecuente en la poblacién infantil, ya que
afecta de un 25 a un 30% de infantes (Andrade y col., 2014). Segun la clasificacion
Francesa-Americana-Britanica (FAB), se clasifica a este tipo de leucemia segun la
morfologia de los linfoblastos en L1, L2 y L3, tal como se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacion de la LLA (McKenzie y col., 2000).

L1
. Blastos pequenos
. Cromatina uniforme
. Escasocitoplasma
* Nicleo redondo
. Nucleolo pequeno / no visible

L2
. Blastos grandes
« Citoplasma Irregular
« Ndcleoirregular
* Nucleolo prominente

L3
. Blastos grandes
« Abundante citoplasma
. Vacuolas
. Nucleo Redondo
. Nucleolo prominente




1.4.2 Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA)

La LMA también conocida como leucemia aguda no linfocitica, es una proliferacidon
y transformacion maligna de células linfoides progenitoras en la médula ésea, la
sangre y sitios extramedulares. Aproximadamente un 80% de nifios es afectado
con este tipo de leucemia, pero en adultos representa una enfermedad
particularmente peligrosa (American Cancer Society, 2016). Se puede clasificar en
ocho subtipos, segun la clasificacion FAB (French-American-British), que va desde
la MO a la M7, los cuales son identificados de acuerdo al tipo de célula que lo

cause, tal como se muestra en el Cuadro 3 (McKenzie y col., 2000).

Cuadro 3. Clasificacion de la LMA segun la FAB (McKenzie y col., 2000).

Tipo Celular Descripcion

Indiferenciado

Blastos con caracteristicas

Mieloblastico blandas

Blastos con diferenciacion

Mieloblastico o
granulocitica temprana

Caracteristicas promielociticas

Promielocitico
claras

Caracteristicas combinadas de

Mielomonocitico ; X
granulocitos y monocitos

Caracteristicas monociticas

Monocitico .
evidentes

Blastos con caracteristicas

Eritrol S mi A
troleucocémico eritroides

Blastos con propiedades

Megacariocitico L
megacariociticas




A pesar de que el criterio de la FAB es comunmente utilizado, esta clasificacion no
toma en consideracién varios factores que afectan al prondstico de la leucemia. La
Organizacion Mundial de la Salud desarroll6 un nuevo sistema de clasificacion que
incluye los factores que la clasificacion FAB no considera, entre ellos las anomalias
genéticas:

* LMA con una translocacién entre los cromosomas 8 y 21

* LMA con una translocacién o inversion en el cromosoma 16

* LMA con una translocacién entre los cromosomas 9y 11

* LMA (M3) con una translocacion entre los cromosomas 15y 17

* LMA con una translocacién entre los cromosomas 6y 9

* LMA con una translocacién o inversion en el cromosoma 3

* LMA (megacarioblastica ) con una translocacion entre los cromosomas 1y 22

(Vardiman y col., 2009; American Cancer Society, 2016).

1.4.3 Leucemia Mieloblastica Cronica (LMC)

Este tipo de leucemia es capaz de evolucionar a la enfermedad de la forma aguda,
debido a la transformacion de las células tumorales en blastos, en varios casos
este tipo de leucemia se debe a una mutacién genética llamada cromosoma
Philadelphia (Pokharel, 2012).

1.4.4 Leucemia Linfocitica Cronica (LLC)

Es una enfermedad tumoral que se da con mayor frecuencia en adultos, la cual es
originada por la proliferacion de linfocitos B, y en una menor frecuencia originada
por la proliferacion de linfocitos T, con un estadio relativamente avanzado de
maduracion; ademas, tiene como caracteristica resaltante, que es posible presentar

formas benignas de tumoracion a la par con formas agresivas (Pokharel, 2012).



1.5 Datos epidemioldgicos

A nivel mundial, los ultimos datos provenientes del Informe Mundial sobre el Cancer
2014 de la Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer, por sus siglas en
inglés, IARC (International Agency for Research on Cancer), sefialan que en 2012
hubo aproximadamente 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de defunciones
por esta causa, asi como 32.6 millones de personas sobrevivientes a la
enfermedad. Por regiones, Africa, Asia, América Central y Sudamérica concentran
mas del 60% de los casos nuevos y 70% de las defunciones por cancer. En la
Figura 3 se aprecia la distribucion de casos y el porcentaje equivalente para los

principales tipos de leucemia que afectan a la poblacion mundial.

LMC 14%
8,950 casos > _\_- E

Otras leucemias 9%
5,720 casos

Totalde casos: 62,130

a nivel mundial

LMA 34%
+ 21,380 casos
LLA10%  —
5,970 casos
LLC 32%
20,110 casos

Figura 3. Porcion estimada de nuevos casos de leucemia en 2017, de los diferentes

tipos de leucemia en nifios y adultos (Leukemia & Lymphoma Society, 2017).

En 2012, la OMS senala que los tipos de cancer diagnosticados con mayor
frecuencia a nivel mundial son los de pulmodn, higado, estobmago, colon, recto,
mama y esofago. Por sexo, los cinco principales en las mujeres son el de mama,
colon y recto, pulmoén, cuello uterino y estbmago, mientras que en los varones son
el de pulmodn, prostata, colon y recto, estbmago e higado. Se debe tomar en cuenta
que el comportamiento del cancer cambia segun la edad de la persona, ya sea
menor de 20 afos o mayor de 20 afos, siendo de mayor importancia el que se

desarrolla en niflos, debido a que su sistema inmunolégico puede llegar a



debilitarse con gran facilidad, provocando que la enfermedad avance rapidamente
(INEGI, 2017). En el Cuadro 4, se expresan las principales diferencias en cuanto al

cancer en niflos y en adultos, donde se presentan.

Cuadro 4. Diferencias entre cancer pediatrico y cancer en adultos (INEGI, 2017).

I .~ O
Estado al diagnéstico 80% Diseminado Local o regional

Deteccion Temprana _ Mejora con educacion y
Generalmente accidental

tamizaje
Dificil Adecuado
Respuesta La mayoria responde con Menor respuesta con
quimioterapia quimioterapia

En México la leucemia es una enfermedad que se presenta tanto en hombres como
en mujeres, sin embargo, la incidencia que tiene en ambos géneros recae en el tipo
de leucemia que se presente; en el caso de las leucemias cronicas afectan en
mayor frecuencia al género masculino, correspondiente a un 58.1%, mientras que
al género femenino en un 41.9%. Por otro lado, en el caso de las leucemias agudas
las mujeres se ven afectadas en un 51%, mientras que los hombres en un 49%
(Sanchez y col., 2016).



En la Figura 4 se representa de forma grafica la frecuencia en porcentaje de los
subtipos morfologicos de leucemia, donde se aprecia que la predominante es la
LLA, L2, por el lado de las leucemias agudas, mientras que en las cronicas se
presenta con mayor frecuencia la del tipo mieloide que el linfoide.

S0

o

w

"~
o

Porcentaje (%)

0
A MAE  LMC LLC

LLAl LLA2 LLA3 LMA1 IMA2 LMA3 LMA4 LMAS LA
Subtipos morfologicos
Figura 4. Frecuencia en porcentaje de los principales subtipos morfologicos de
leucemias, en México. LLA, LMA, LMC y LLC (Sanchez y col., 2016).

La LLA es la que se presenta con una mayor frecuencia en la infancia,
constituyendo un 80% del total de leucemias en edad pediatrica y es responsable
de un 3% del 30% de muertes de dichos pacientes; la supervivencia de aquellos
que padecen esta enfermedad, ha ido en incremento en los ultimos 30 afos,
ademas, un porcentaje aproximado del 15 al 20% de los casos fallan en el
tratamiento y el porcentaje de muertes presentado se debe en su mayoria, a una
terrible respuesta ante la quimioterapia y a las complicaciones hemorragicas que
conlleva. Por otro lado, la LMA es un tipo de leucemia que suele afectar en un 80%
a la poblacion infantil, siendo los neonatos los mas afectados en su mayoria a
comparacion de nifios de edades un poco mas avanzadas (4-12 afios) y en adultos
resulta ser una enfermedad devastadora. En cuanto a la LLC, se observa una
mayor incidencia en individuos mayores o de mediana edad. La supervivencia del
paciente, a 5 afos, es de alrededor de un 60%, pero depende de la etapa en la que
se encuentre la enfermedad. Por ultimo, la LMC, este tipo de leucemia representa



un 9% del total de nuevos casos de leucemia y es la primera en la que se ha
demostrado que existe una anomalia genética adquirida (Alvarado y Codrdoba,
2010).

La patologia de las leucemias no es muy diferente cuando se trata del mismo tipo,
es decir, si son agudas o graves, pero influye en cuanto a la mortalidad que
representan, siendo las leucemias agudas las de mayor agresividad, y por tanto de
mayor cuidado.

1.6 Patologia de las leucemias

La deficiencia en la hematopoyesis normal es la consecuencia mas grave de las
leucemias. La causa de la leucemia es propiamente desconocida, ya que no se ha
determinado un factor concreto y determinante como la causa de esta enfermedad;
se puede considerar como posible causa de la enfermedad, a que existan algunos
cambios en la estructura genética de la célula, que conlleven a que estas células no
puedan madurar, de la manera en la que se encuentran programadas originalmente
y el crecimiento de estas células inmaduras pueda llegar a invadir cada uno de los
tejidos del organismo. La principal caracteristica de las leucemias agudas es la
presencia de blastos correspondientes a la linea mieloide (LMA) o Linfoide (LLA) en
médula ésea; en una muestra de sangre periférica se pueden observar las células
precursoras, es decir sin haber madurado, las cuales predominan sobre las células
hematopoyéticas maduras, tal como se muestra en la Figura 5 (Alvarado y
Cordoba, 2010).

Normal Leucemia

29585

\

\\

Glébulos bGI'c‘:bc”:;’s Glébulos
rojos i blancos

Figura 5. Comparaciéon entre una muestra de sangre de una persona sana y una

muestra de sangre de un paciente con leucemia (Pokhael, 2012).
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1.7 Cuadro clinico de las leucemias

Los sintomas mas frecuentes se vinculan con la anemia, trombocitopenia o
neutropenia. Los principales problemas clinicos son: anemia, infeccion y episodios
hemorragicos, también se presenta dolor en los huesos y pérdida de peso; en el
examen fisico se muestra hepatoesplenomegalia y ocasionalmente linfoadenopatia.
Las células leucémicas pueden infiltrar cualquier tejido del cuerpo, especialmente el
bazo, higado, ganglios linfaticos, SNC y la piel; algunos de los sintomas comunes
de la leucemia se encuentran representados en la Figura 6, donde se esquematiza
que el dafo puede ser sistémico, muscular e inclusive psicologico. Las lesiones
producidas van desde exantemas hasta tumores (Pokhael, 2012).

Sintomas Comunes de la

LEUCEMIA
Psicolégico
Sistémico — - Cansancio
- Pérdida de peso - Pérdida del apetito
- Fiebre
- Infecciones frecuentes Ganglios linfaticos

o - Hinchazén

Bazo y / o el Higado
- Ampliacion

Pulmones §
- FFalta de aire facil :
Muscular

- Debilidad '

Piel

- Sudores nocturnos
- Sangrado facil y
moretones

- Manchas de color
morado

Huesos

y articulaciones

- Dolor o falta —\
de elasticidad

Figura 6. Sintomas comunes de la leucemia: hepatoesplenomegalia, inflamacién de
ganglios linfaticos, moretones, falta de aire y dolor en las articulaciones (Pokhael,
2012).

1.8 Tratamiento

El tratamiento por eleccion para cualquier tipo de leucemia es la Quimioterapia, la
cual es crucial para el cancer, la leucemia y el linfoma; su objetivo principal es
erradicar todas las células malignas dentro de la médula 6sea. Este tratamiento

tiene varios efectos colaterales y puede presentar clinicamente una resistencia a la
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dosis de los farmacos suministrados (Zhiou y col., 2017). El tratamiento
quimioterapéutico tiene varias fases: inducciéon a la remisién, intensificacion y
mantenimiento. En la primera fase lo que se pretende es eliminar los signos vy
sintomas especificos de la enfermedad, ademas de inducir a la desaparicion de los
blastos, o células leucémicas, de la sangre periférica y la recuperacion las células
normales en sangre periférica. En la segunda fase de la quimioterapia, se intenta
destruir en su totalidad la enfermedad residual, con el objetivo de evitar una
recaida; en esta fase se incrementan las dosis considerablemente, sobre todo en el
caso de que posteriormente exista un trasplante de médula con células autélogas.
En la ultima etapa se pretende prevenir que una infiltracion de algun tipo de célula
residual al SNC. Un problema que enfrenta este tratamiento es que los farmacos
utilizados no son especificos para células leucémicas, por lo que a lo largo del
tratamiento muchas de las células normales y érganos tales como los rifiones, el
corazén y el sistema nervioso terminan dafiandose, a causa de las sustancias que
se liberan en el torrente sanguineo con la destruccion de las células leucémicas.
Datos sefalan que es posible evitar el dafo provocado por la leucemia
administrando liquidos y medicamentos adicionales, tal como, bicarbonato y
alopurinol (Alvarado y Cérdoba, 2010).

Entre los grupos de farmacos mas utilizados para tratar la leucemia se encuentran:
anti metabolitos, agentes alquilantes y antibidticos.

* Los anti metabolitos son antagonistas de la purina o la pirimidina, por lo que
inhiben la sintesis del DNA. Este tipo de farmacos matan a las células en el
ciclo celular y afectan a cualquier célula en rapida division; ademas tienden a
matar células que recubren el intestino, el epitelio germinal y células
hematopoyéticas normales.

* Los alquilantes no son especificos para células en ciclo, pero matan a las
células tanto en reposo como proliferantes. El farmaco se enlaza con
moléculas del DNA para interferir con su sintesis.

* Los antibidticos se enlazan con moléculas tanto del DNA como del RNA e

interfieren con la replicacién celular (McKenzie y col., 2000).
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Los polifenoles obtenidos de fuentes naturales poseen un vasto rango de
propiedades quimiopreventivas del cancer (Suganya y col., 2014). Un ejemplo es
el pteroestilbeno, perteneciente a la familia de estilbenos, metabolitos secundarios
considerados polifenoles.

1.8.1 Pteroestilbeno

El pteroestilbeno (PTS) (3,5 — dimetoxi-4-hidroxiestilbeno), representado en la
Figura 7, es una fitoalexina y un analogo dimetilado del resveratrol (3,5,4 —
trinidroxiestilbeno); ademas de ser un compuesto derivado natural encontrado
abundantemente en arandanos. EI PTS con sus dos grupos metoxi y un grupo
hidroxilo, posee mayor lipofilicidad y un gran potencial de captacion celular. La
evidencia sustancial sugiere que el pteroestilbeno, puede tener numerosas
propiedades preventivas y terapéuticas en una amplia gama de enfermedades
humanas que incluyen trastornos neurolégicos, cardiovasculares, metabdlicos y

hematologicos (Estrela y col., 2013).

Figura 7. Estructura quimica del pteroestilbeno (PubChem, 2017).
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Los resultados de investigaciones recientes realizados por D. McCormack y D.
McFadden, en 2013, indicaron que este compuesto tiene otras propiedades, entre
las que se incluye la accion que tiene como un potente anticancerigeno en varias
neoplasias malignas. Estos autores sugieren que el pteroestilbeno exhibe una
biodisponibilidad incrementada debido a la presencia de dos grupos metoxi que
hacen que presente una mayor absorcién lipofila y oral a comparacion del
resveratrol.

Por otro lado, haciendo referencia a estudios realizados por Mikstacka y
colaboradores en 2007 que demuestran que tanto el resveratrol como sus
analogos, incluyendo el PTS, pueden inhibir la actividad catalitica de los citocromos
P4501A2 Y P4502E1. La sustitucion de los grupos hidroxilo del resveratrol con
grupos metoxi incrementa la inhibicion de CYP1A2, sin importar la posicion en que
tenga lugar la sustitucion.

La actividad quimiopreventiva en cancer del PTS, fue reportada por Rimando y
colaboradores en 2002, quienes fueron los primeros en utilizar un modelo de cultivo
de organos mamarios, en el cual observaron que las lesiones carcinogénicas
inducidas antes de la neoplasia, fueron significativamente inhibidas por el PTS.

Asi mismo, se observa que el PTS inhibe la sintesis de prostaglandinas al bloquear
a COX-1, y débilmente a COX-2, como resultado del tratamiento a glandulas
mamarias de raton con PTS.

En los estudios realizados por Hasiah y colaboradores en 2011, se demostré que el
PTS provoca la detencién del crecimiento e incremento de la apoptosis en diversas
lineas celulares de cancer, a través de la activacion de la via de caspasa
mitocondrial, la liberacion aumentada de los nucleosomas, el arresto del ciclo
celular y el dafio al ADN modificando las proteinas ciclo-reguladoras celulares tales
como la ciclina.

El PTS juega un papel importante en la regulacion de la expresién de mas de un
gen inflamatorio, mediante la inhibicion de multiples vias de senalizacion como: NF-
kB y AP-1 (Pan y col., 2007). Estudios realizados por Remsberg y colaboradores en
2007 reportan que en ciertas lineas celulares se produce una disminucion de la

concentracion de PTS, a causa de una glucuronidacion inducida por la presencia
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de un metabolito glucuronidado al introducir PTS en el tratamiento; ademas, en la
linea celular Hep-G2 se observa la inhibicion de proliferacién celular y tiene como
caracteristica ser un inductor de apoptosis. Estos estudios son importantes ya que
demuestran que existe una inhibicidon en una via especifica de sefalizacion celular
qgue tiene como consecuencia la apoptosis de las células leucémicas.

Suganya y colaboradores en 2014, realizaron un estudio a partir de la linea celular
HepG2, donde demostraron que el PTS tiene un efecto citotoxico dependiente de la
dosis y del tiempo, con una concentracidon Clsp de 60 pM. ElI PTS también
incrementa el nivel de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y causa

un severo estrés oxidativo produciendo apoptosis.

1.8.2 Vincristina
La vincristina (VCR), molécula representada en la Figura 8, es un agente
quimioterapéutico que se deriva de la planta de la planta Catharanthus roseus, el

farmaco se usa como sulfato de vincristina.

Figura 8. Estructura quimica de vincristina (Pubchem, 2017).
La vincristina es una amina lipofilica que entré al mercado como agente
anticancerigeno hace 45 afos, su mecanismo de accion esta asociado a la

disrupcién del ciclo celular, porque se une directamente a los microtubulos y evita
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su despolimerizacion en la fase M de dicho ciclo. Cuando la vincristina se usa a
bajas dosis puede inducir el arresto mitotico, con poco efecto en la polimerizacidn
de microtubulos y en dosis altas se asocia con la despolimerizaciéon de
microtubulos y citotoxicidad. También se ha reportado que la vincristina induce
necrosis tumoral al impedir el flujo sanguineo. Entre los mecanismos involucrados
en los efectos secundarios de esta droga, se ha propuesto que afecta los procesos
de transporte intracelulares, lo que afecta el funcionamiento axonal e induce su
degradacion lo que ocasiona polineuropatia. A partir del 2012 la vincristina se
aplica en inyeccion liposomal, la cual ha sido bien tolerada y evita las limitaciones
farmacocinéticas de la vincristina no liposomal (Trisha y col., 2013).

La vincristina es uno de los farmacos gracias a los cuales se ha podido incrementar
la probabilidad de sobrevivencia de la leucemia linfocitica aguda a un 80-90%.
Dicho agente quimioterapéutico se combina con otros farmacos como esteroides y
asparaginasa, asi como el tratamiento posterior de consolidacion con metotrexato
por uno o dos afios (Kato y Manabe, 2017; Varedi y col., 2017).

Actualmente se propone que la combinacion de agentes anti-leucémicos como
vincristina, asparaginasa y metotrexato pueden ser favorecidos con estudios
farmacogenomicos para conocer las variantes entre los diferentes pacientes y con
ello lograr disminuir la toxicidad de las drogas (Lee y Yang, 2017).

El tratamiento para la leucemia linfocitica aguda con farmacos quimioterapéuticos,
como se menciond antes consiste en la induccion, consolidacion y mantenimiento.
Cuando se lleva a cabo la primera etapa se pretende la completa remision, asi
como la restauracion de la hematopoyesis normal. Para esta etapa regularmente se
utilizan drogas como vincristina, corticoesteroides y antraciclina. En nifios se usa L
aparaginasa, sin embargo, para adultos tiene mas reacciones adversas y se
cambia por drogas distintas como la vincristina que proporciona un tratamiento mas
eficaz, ya que tiene un sitio de accion fundamental. El tratamiento de induccion se
divide en dos fases, en una de las cuales se trata con mercaptopurina y
metotrexato. Después de la induccién se trata con metotrexato, leucovorina y

asparaginasa. Se pueden administrar distintos esquemas de tratamiento en los
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que se incluye vincristina, ciclofosmamida, doxorrubicina, asi como metotrexato
(Terwilliger y Abdul, 2017).

Mei y colaboradores en 2015, reportan que la vincristina es capaz de unirse a los
dimeros de la tubulina, lo cual interfiere con la formacion y la dinamica del huso
mitético, dando como resultado una muerte celular prematura.

Zhang y colaboradores en 2016, realizaron un estudio para observar el efecto de
vincristina en combinacion con un diterpenoide [(Andrografolido (AND)] en el
tratamiento para nefroblastoma; se trato la linea celular SK-NEP-I con vincristina y
el diterpenoide (AND) por separado en concentraciones de 0-15 nM y 0-25 uyM
respectivamente, y se obtuvo una 1Csy de VCR de 10.8 nM a 48 horas del
tratamiento. Como resultado obtuvieron que la combinacién de AND con VCR
suprimio significativamente la proliferacién de células SK-NEP-1 in vitro e inhibi6 el
crecimiento del tumor de xenoinjerto in vivo, en comparacién con el tratamiento
AND o VCR solo. El efecto antitumoral sinérgico de AND en las células se debi6 a
un aumento de la apoptosis y no a la autofagia. Ademas, demostraron que se
puede aumentar el efecto de VCR con un metabolito secundario natural.

De acuerdo a lo anterior, se sabe que los medicamentos quimioterapéuticos
pueden ser muy téxicos en grandes cantidades, por lo que se busca disminuir la
concentracion a la que se administran, sobre todo, a nifios, ya que poseen una
mayor vulnerabilidad a desarrollar una intoxicacion severa. Los compuestos
naturales, pueden contribuir a disminuir las dosis en las que son administrados este
tipo de medicamentos, volviendo al tratamiento menos agresivo para el paciente y
desarrollando una alternativa para acelerar el tratamiento sin la necesidad de que

se aumente la concentracion del farmaco.
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2 Hipoétesis
El pteroestibeno es capaz de incrementar de manera significativa el
efecto anticancerigeno de la vincristina en cultivos de células Jurkat de leucemia

tipo T.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general
Determinar el efecto del pteroestilbeno en combinacion con vincristina para el

tratamiento de lineas celulares Jurkat de leucemia tipo T.

3.2 Objetivos Especificos

* Elaborar curvas de concentracidn — respuesta para evaluar el efecto del
pteroestilbeno, sobre la viabilidad y la proliferacion de lineas celulares Jurkat
de leucemia linfocitica aguda de tipo T y establecer la Cls del pteroestilbeno.

* Elaborar curvas de concentracion — respuesta para evaluar el efecto de la
vincristina, sobre la viabilidad y la proliferacion de lineas celulares Jurkat de
leucemia linfocitica aguda de tipo T y establecer la Clso del farmaco.

* Evaluar el efecto aditivo de vincristina y pteroestilbeno, como tratamiento,
sobre la viabilidad y la proliferacion de lineas celulares Jurkat de leucemia
linfocitica aguda de tipo T.
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4 Metodologia

4.1 Materiales
* Cajas Petri
* (Cajas multiplaca para cultivo de 4 x 6 pozos
* Camara de Neubauer
* Criotubos
* Micropipetas 10-1000 uL
* Microespatula
* Microscopio
* Tubos Falcon de 50 mL
* Tubos Eppendorf de 0.5, 1y 2 mL

4.2 Material biologico

Linea Celular Jurkat

4.3 Reactivos
* Vincristina (Sulfato)
* Dimetilsulféxido (DMSO)
* Medio RPMI 1640
* Pteroestilbeno
* Solucién azul de tripano al 0.04% en PBS
* Solucion penicilina/estreptomicina/fungizona (10 000 Ul/mL/ 10 000 pg/mL/
250 pg/mL)

e Suero fetal bovino

4.4 Equipos
* Campana de flujo laminar Clase || LABCONCO Delta Series A
* Incubadora CO,
* Microscopio invertido Axioskop 2 plus ZEISS
* Microscopio 6ptico Axiostar plus

* Bafo de agua StovallLifeScience
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45 Meétodos

4.5.1 Cultivo Celular
El cultivo y mantenimiento de la linea de células Jurkat se realizé en medio RPMI -
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de una mezcla de
antibioticos y fungicida (penicilina-estreptomicina-fungizona). Se mantuvieron en
cajas Petri, en una incubadora humidificada a 37°C en una atmésfera de CO, al
5%. Se les adicion6 medio cada tercer dia, en cantidades de 500 pyL-1000 uL, en
caso de ser fin de semana, se le adicionaron 2500 pL, con la finalidad de asegurar
el crecimiento y supervivencia de las células.
Se realizaron lavados celulares aproximadamente cada 2 6 3 dias, segun fuese
necesario, esto para poder mantener una concentracion de 5x10° células
viables/mL.
La viabilidad celular se determiné a partir de un ensayo con azul de tripano, para lo
cual se realizé una dilucion 1:2 tomando 50 pL de células y 50 pL de solucion de
azul tripano en un tubo Eppendorf. Se homogenizé la muestra y se colocaron 10 pL
en cada zona de la camara de Neubauer y se procedio con el conteo utilizando el
microscopio optico.

4.5.2 Curvas concentracion-respuesta de pteroestilbeno

En primera instancia se observaron al microscopio las cajas Petri que se tenian en
la incubadora, y se procedié a seleccionar la que tuviera una mayor confluencia,
por consiguiente se realizé un conteo para verificar la viabilidad de las células y
poder calcular la cantidad de microlitros a sembrar en cada pozo, mediante un
ensayo de azul tripano. Se sembraron los microlitos determinados (por pozo), en
una caja multiplaca de 4 x 6 pozos (P24) y se incubo por 24 h. Post-incubacién se
agregaron 50 uL de cada una de las diluciones de PTS realizadas, en un rango de
concentraciones de 150 a 1250 uM, tal como se muestra en la Figura 9.
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. Control 8 15 uM g 45 yM . 75 uM

Figura 9. Distribucion de las concentraciones de PTS en la caja multiplaca 4 x 6
(Caja P24).

Una vez con el tratamiento administrado del compuesto natural, se incubé la caja
24 h mas. Pasadas las 24 h se procedi6 a realizar el conteo para evaluar la
viabilidad de las células tratadas con PTS y se determiné el porcentaje de
proliferacion celular, con el cual se obtuvo la Clsy del mismo, a partir de la curva
sigmoidea que se elabor6 con las concentraciones designadas. Este procedimiento
se realiz6 por triplicado.

4.5.3 Curvas concentracion-respuesta de vincristina
Para el experimento de vincristina se sigui6 el mismo procedimiento: se observaron
al microscopio las cajas Petri que se tenian en la incubadora, y se seleccion¢ la
que tuviera una mayor confluencia, después se realizé un conteo para verificar la
viabilidad de las células y poder calcular la cantidad de microlitros a sembrar en
cada pozo, mediante un ensayo de azul tripano. Se sembraron los microlitos
determinados (por pozo), en una caja P24 y se incubs por 24 h. Pasadas las 24 h
se administro el tratamiento con vincristina, agregando 50 yL de cada una de las
diluciones de VCR realizadas en un rango de concentraciones de 1 nM a 1000 nM,

tal como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Distribucion de las concentraciones de VCR en la caja multiplaca 4 x 6
(Caja P24).

Una vez con el tratamiento administrado del farmaco, se incubd la caja otras 24 h.
Pasadas las 24 h se realizd el conteo para evaluar la viabilidad de las células
tratadas con VCR y se determiné el porcentaje de proliferacion celular, con el cual
se obtuvo la Clsp, a partir de la curva sigmoidea que se elabor6 con las
concentraciones designadas. Al final se realizaron tres experimentos por triplicado.

4.5.4 Evaluacion del efecto aditivo de pteroestilbeno y vincristina

Se evalud el efecto aditivo de PTS y VCR, se siguié el mismo procedimiento para la
incubacion y tratamiento de las células: se observaron al microscopio las cajas Petri
que se tenian en la incubadora, y se selecciond la que tuviera una mayor
confluencia, después se realizé un conteo para verificar la viabilidad de las células
y poder calcular la cantidad de microlitros a sembrar en cada pozo, mediante un
ensayo de azul tripano. Se sembraron los microlitros determinados (por pozo), en
una caja P24 y se incubd por 24 h. Pasadas las 24 h se administro el tratamiento,

acorde a la Figura 11.

23



VCR VCR +PTS VCR +PTS

. Control . VCR . PTS g VCR +PTS

Figura 11. Tratamiento combinado que se aplicara en la caja multiplaca 4 x 6 (Caja
P24).

Una vez con el tratamiento combinado administrado se incubd la caja otras 24 h.
Pasadas las 24 h se realiz6 el conteo y se determiné el porcentaje de proliferacion
celular, se comparo el tratamiento combinado con el tratamiento a concentracion
baja y alta de VCR vy la Clso de PTS. Al final se realizaron tres experimentos por
triplicado.

4.5.5 Analisis Estadistico

A partir de un analisis estadistico se evalu6 y determiné la viabilidad celular como
un porcentaje en contraste con el grupo control de cada experimento. Los
resultados fueron analizados con ayuda del programa PRISMA, donde se llevo a
cabo una prueba ANOVA de una via y adicional a ella se realizé un analisis post
hoc utilizando una prueba de TUKEY para determinar las diferencias de los
resultados contra el grupo control y probar si existe una diferencia significativa entre

cada uno de los tratamientos.
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5 Resultados

5.1 Curva dosis respuesta de pteroestilbeno en células Jurkat

A partir del conteo realizado, se obtuvo una curva sigmoidea como la que se
observa en la Figura 12, la cual se realizé con el programa PRISMA. Con base en
la curva obtenida se determino la Clso del PTS.

De acuerdo al analisis realizado se obtuvo una Clso de PTS de 24 pM.

Curva dosis respuesta de pteroestilbeno en células Jurkat
120~

100+
804
60

% células vs control

Pteroestilbeno uM

Figura 12. Curva dosis respuesta de pteroestilbeno en células Jurkat. Se muestra la
media con la desviacion estandar de 3 repeticiones y son representativos de tres

conjuntos independientes de experimentos.

5.2 Curva dosis respuesta de vincristina en células Jurkat

A partir del conteo realizado, se obtuvo una curva sigmoidea como la que se
observa en la Figura 13, donde se graficaron las concentraciones en escala
logaritmica en el tratamiento con vincristina; de esta manera se hizo un analisis y
se determino la Clso de VCR.

De acuerdo al analisis realizado se obtuvo una Clsgde 3.34 nM.
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Curva concentracion respuesta de Vincristina en células Jurkat
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Figura 13. Curva dosis respuesta de vincristina en células Jurkat. Se muestra la
media con la desviacion estandar de 3 repeticiones y son representativos de tres

conjuntos independientes de experimentos.

5.3 Efecto de Pteroestilbeno y Vincristina en células Jurkat.

Una vez determinada la concentracion inhibitoria cincuenta de pteroestilbeno, asi
como la de vincristina, se procedid a evaluar el efecto aditivo en contraste con el
efecto de cada compuesto de manera singular, en el caso de vincristina se
consideraron las concentraciones de 1.7, 3.3 y 12 nM (las cuales se consideraron
con base en la curva de concentraciones realizada), en el caso de pteroestilbeno la
Cl 50, en la Figura 14 se representa graficamente la distribucion de las
concentraciones en el tratamiento de las células Jurkat, propuesto en el punto
454,

Después del tratamiento se procedio a realizar un analisis post hoc con la prueba
de Tukey a partir de una prueba de ANOVA de una via, en donde se compararon
los tratamientos individuales y combinados contra el control. A partir de esto se

obtuvo la grafica representada en la Figura 15.
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Figura 14. Distribucion de concentraciones para el tratamiento de células Jurkat

1.7 nM VCR 12 nM VCR

Control . 3.3 nM (Cls) VCR '

expresado en el punto 4.5.4

Analisis de la combinacion de ambos farmacos

1004

*kkk  ekkk

% células vs control

TRATAMIENTO

Figura 15. Tratamiento aplicado para observar el efecto de Pteroestilbeno y
Vincristina en células Jurkat. Se muestra la media con la desviacion estandar de 3
repeticiones y son representativos de tres conjuntos independientes de

experimentos.
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6 Discusiones

En el presente trabajo de investigacion se determin6 el efecto aditivo de un
compuesto natural y un farmaco con potencial actividad anticancerigena,
pteroestilbeno y vincristina, con el proposito de evaluar la efectividad del
tratamiento.

De los resultados obtenidos, primeramente, se puede observar que se tiene un
efecto anti proliferativo significativo en el tratamiento con pteroestilbeno a diferentes
concentraciones, donde se obtuvo una CI50 de 24 uyM. La disminucién en la
proliferacion celular, se puede atribuir al arresto celular en fase S, tal como reportan
Chang y colaboradores en 2017, donde se observa este fendmeno a
concentraciones de 5, 10 y 20 uM, siendo consistente con la CI50 obtenida de este
trabajo. Se puede deducir que el pteroestilbbeno genera sefiales moleculares
rapidas capaces de interferir con la divisién celular, ademas de inducir un arresto
celular en fase S, impidiendo a las células cancerigenas replicarse e interrumpir el
ciclo celular y por consecuencia una disminucion significativa de la proliferacion
celular, en correlacion con lo expresado por Ferrer y colaboradores en 2005,
quienes reportan la existencia de este tipo de sefiales moleculares, tales como las
MAPK, que interfieren con el proceso de division celular.

Por otro lado, se observo el comportamiento del farmaco vincristina, de igual
manera a diferentes concentraciones y se obtuvo una CI50 de 3.3 nM; este farmaco
es reconocido por su mecanismo de accion, el cual se lleva a cabo a nivel de
microtubulos, siendo un farmaco antimitotico; al interferir directamente con los
microtubulos, se tiene un impacto directo en la division celular en la fase M,
ademas, podria tener un papel importante en la fase G1, tal como lo reportan
Kothari y colaboradores en 2017, quienes proponen que en la fase G1 las células
son mas propensas a morir directamente, ademas de que se observa que se tiene
este efecto después de 24 h con el farmaco, siendo consistente con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, donde la disminucion de crecimiento celular se
puede atribuir a este fendbmeno durante el ciclo celular.

En ultima instancia se evaluo el efecto aditivo entre el pteroestilbeno y la vincristina

en contraste con el tratamiento individual, donde se observdé que existe una
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disminucién en el porcentaje celular, es decir, un efecto anti proliferativo
significativo, con el tratamiento combinado entre la CI50 de pteroestilbeno y la CI150
de vincristina, mostrando una diferencia significativa con respecto al control,
ademas de que no existe diferencia significativa cuando se lleva a cabo el
tratamiento a una dosis mayor de vincristina con respecto a cuando se utiliza una
dosis menor, en este caso la CI50 de VCR (3.3 nM). Por lo tanto, se puede deducir
que el efecto obtenido con el tratamiento combinado, es resultado de un conjunto
de sefiales moleculares que interfieren con el ciclo celular, inhibiendo la division
celular y por lo tanto disminuyendo el porcentaje celular; esto debido a que el
mecanismo del pteroestilbeno y de la vincristina convergen, ya que se produce un
arresto celular en fase S, por parte del pteroestilbeno, mientras la VCR produce
arresto celular en fase G1 y en la fase M donde su objetivo son los microtubulos.
Dados los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 15 se deduce que el
tratamiento combinado con una dosis de 3.3 nM de VCR y 24 uM de PTS,
proporciona un mayor efecto anti proliferativo, ademas de presentar diferencia
significativa contra el control y por consecuencia se evidencia que es posible
disminuir la dosis de VCR en el tratamiento de Leucemia Linfocitica Aguda tipo T;
tal como lo demuestran Pérez y colaboradores en 2013, quienes reportan que al
combinar vincristina con un flavolignano, es posible disminuir la dosis de vincristina
y obtener el efecto anti proliferativo deseado, que se obtendria al utilizar una dosis
mayor; por tanto se tiene coherencia con lo reportado en la literatura y los
resultados obtenidos en el presente trabajo.
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7 Conclusiones
El pteroestilbeno a una concentracion de 24 uM inhibe la proliferacién de la linea
celular Jurkat de Leucemia Linfocitica Aguda tipo T en un cincuenta por ciento.

La vincristina a una concentracion de 3.3 nM en combinacion con la Clsy de
pteroestilbeno, posee una mayor actividad anti proliferativa a comparacion de la
actividad observada en los tratamientos singulares de pteroestilbeno y vincristina,

ademas de mostrar una diferencia significativa en cuanto a éstos y el control.

La combinacion de pteroestilbeno y la vincristina genera un efecto aditivo en la
inhibicion de la proliferacion celular.
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