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RESUMEN

La leucemia es el cancer infantil mas comun y representa aproximadamente el 30 %
de todos los canceres en nifios. Hay distintos tipos de leucemia, dependiendo de su
progresividad respecto al tiempo y el linaje celular afectado; la leucemia linfoblastica
aguda tipo T (LLA-T), es un tipo de leucemia que se caracteriza por su agresividad,
debido a la presencia de varias alteraciones citogenéticas que determinan su
resistencia a los farmacos que conforman el protocolo de quimioterapia, donde la
vincristina es uno de los principales antineoplasicos que se utilizan en el tratamiento.
Sin embargo, el uso de vincristina esta asociado a efectos adversos como
neuropatia sensorial y motora progresiva. Debido a que la LLA-T se caracteriza por
la resistencia a la quimioterapia y requiere de protocolos intensivos de
administracion de los farmacos, las investigaciones se centran en buscar alternativas
gue coadyuven al tratamiento y ayuden a disminuir los efectos colaterales. Bajo este
contexto, en este trabajo de investigacion, se estudi6 el efecto antiproliferativo de
betanina y su efecto coadyuvante con vincristina en células de LLA-T. Los resultados
indican que la betanina disminuye la proliferacion de las células de LLA-T evaluados
mediante el ensayo de exclusion azul de tripano y, que al combinarse con vincristina,
potencia el efecto de manera dependiente de la concentracion. Ademas, la betanina
a las concentraciones propuestas no tuvo efectos toxicos en células mononucleares
de sangre periférica, como referencia de su inocuidad en células sanas. Asi mismo,
la combinacion de betanina y vincristina, disminuye la cantidad de células viables,
aumenta la cantidad en apoptosis temprana y arresta el desarrollo de las células
primordialmente en fase G2/M, determinado por citometria de flujo. Este es el primer
reporte del efecto de la betanina y vincristina en células de LLA-T, asi como su

asociacion a apoptosis y arresto del ciclo celular.

Palabras clave: LLA-T, betanina, vincristina, coadyuvante, citometria de flujo.



ABSTRACT

Leukemia is the most common childhood cancer and accounts for approximately
30% of all cancers in children. There are different types of leukemia, depending on
their progressivity with respect to time and the affected cell lineage; T-cell acute
lymphoblastic leukemia (T-ALL) is a type of leukemia that is characterized by its
aggressiveness, due to the presence of several cytogenetic alterations that
determine its resistance to the drugs that make up the chemotherapy protocol, where
vincristine is one of the main antineoplastic that are used in the treatment. However,
the use of vincristine is associated with adverse effects such as progressive sensory
and motor neuropathy. Because T-ALL is characterized by resistance to
chemotherapy and requires intensive protocols for drug administration, research
focuses on finding alternatives that contribute to treatment and help to reduce side
effects. In this context, in this research work, the antiproliferative effect of betanin and
its adjuvant effect with vincristine in T-ALL cells were studied. The results indicate
that betanin decreases the proliferation of the T-ALL cells evaluated by the trypan
blue exclusion test and, when combined with vincristine, potentiates the effect in a
concentration-dependent manner. In addition, betanin at the proposed concentrations
had no toxic effects on peripheral blood mononuclear cells (PBMC), as a reference
for its safety in healthy cells. Likewise, the combination of betanin and vincristine
decreases the number of viable cells, increases the amount in early apoptosis arrests
the development of cells primarily in the G2/M phase, determined by flow cytometry.
This is the first report of the effect of betanin and vincristine on T-ALL cells, as well as

its association with apoptosis and arrest of the cell cycle.

Key words: T-ALL, betanin, vincristine, coadjuvant, flow cytometry.
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1. INTRODUCCION

El médico francés Alfred Armand Louis Marie Velpeau describi6 el primer caso de
leucemia en 1827 en un paciente de 63 afios de edad que tenia sintomas como
fiebre, debilidad y crecimiento del abdomen. Dicho paciente murié y Velpeau
realizd la autopsia, en la que encontré el higado y el bazo mas grandes del
tamafio normal; asi mismo, notdé que la sangre era como “una papilla de avena”
que le parecia similar a la consistencia y el color de las levaduras del vino tinto
(Ortiz, 2013). Sin embargo, fue hasta 1846 cuando el término leucemia fue
introducido por el patélogo aleman Rudolf Virchow, quien describié el exceso
anormal de globulos blancos en pacientes con sindrome clinico descrito por
Velpeau. Leukamie proviene del griego leuco, Aeukdg: “blanca” y emia, aipa:
“sangre” (Virchow, 1845).

La leucemia es un cancer que se origina en las células progenitoras de la sangre
en la médula 6sea. Existen cuatro tipos de leucemias dependiendo de la estirpe
celular afectada, siendo mieloides (o mielociticas) y linfoblasticas (o linfociticas);
asi como dependiendo de su evolucién respecto al tiempo: agudas si avanzan de
forma rapida y crénicas si su curso es indolente y lento (American Cancer
Society?, 2016).

Entre los tratamientos que se utilizan para combatir la leucemia, la quimioterapia
es el protocolo principal. En dicho proceso, se utilizan farmacos que inhiben la
proliferacion acelerada de las células cancerosas. Esta estrategia de suministro
de medicamentos se divide en 3 fases: induccion, consolidacion y continuacion o
mantenimiento. Dependiendo de la dosis, el tiempo en que se suministren los
farmacos y la susceptibilidad del paciente, los efectos colaterales estan asociados
a la afectacion de las células sanas que proliferan continuamente por naturaleza,
como las células de las mucosas y de los foliculos capilares, entre otras, lo que
provoca que se presenten malestares generales. Ademas, los tratamientos

pueden causar efectos adversos asociados al mecanismo de accion y el



metabolismo de los medicamentos como dafio al sistema digestivo, higado,
rinones y el sistema nervioso (National Cancer Institute, 2014). La vincristina es
uno de los componentes principales en los protocolos de atencion de la LLA-T, sin
embargo, su administracion esta asociada a afectaciones en el sistema nervioso
central, caracterizada por neuropatia periférica que afecta la integridad de quienes

padecen este tipo de cancer (Boyette y col., 2015).

Debido a los efectos adversos que causan los distintos farmacos que conforman la
quimioterapia, la busqueda de alternativas en el tratamiento esta enfocada al uso
de moléculas que tengan efecto en la inhibicion de la proliferacion de las células
malignas y que, a su vez, sean inocuas. Bajo este contexto, los pigmentos
naturales presentes en alimentos como el betabel (Beta vulgaris) y la tuna roja
(Opuntia ficus-indica) que se consumen con frecuencia, han sido propuestos como
quimiopreventivos debido a sus mecanismos de accion asociados principalmente
a la inhibicién de la inflamacién y a efectos antioxidantes. Particularmente se han
estudiado los efectos de la betanina en lineas celulares de varios tipos de cancer,
entre ellos el de pulmdén, mama, préstata, piel e higado, que son los de mayor
incidencia a nivel mundial (Kapadia y col., 1996; Kapadia y col., 2003; Reddy y
col., 2005).

Basado en los antecedentes reportados del potencial antiproliferativo de la
betanina en lineas celulares de origen cancerigeno, se analiz6 su efecto en
células de LLA-T, asi como su funcibn como coadyuvante de vincristina y se
determind su relacién con el proceso de apoptosis y arresto en el ciclo celular,

ademas de su inocuidad en células sanas de referencia.



2. ANTECEDENTES

2.1Génesis de la célula sanguinea

La hematopoyesis es el proceso en el cual se forman las células que componen la
sangre, que inician a nivel de la célula tronco hematopoyética (CTH) con la auto-
renovacion, seguida de la diferenciacion y maduraciéon, culminando con la
produccion de elementos formes sanguineos. La CTH da origen a todas las

células de la sangre, que incluyen las de la serie mieloide como los eritrocitos,

granulocitos (neutrdfilo

plaquetas, asi como la linea linfoide que da origen a los linfocitos T y B (Figura 1).
La hematopoyesis se lleva a cabo en la médula ésea, la cual se compone de

células madre sanguineas, células maduras productoras de sangre, adipocitos y

S,

eosindfilos y basobfilos),

mastocitos,

tejido para el crecimiento celular (Ruiz y Ruiz, 2009).

BFUE

é‘?

Célula troncal mieloide '{' y/
<5

N,

..‘A Célula troncal
linfoide
comu troncal A
pluripotencial -1

Pre-T

30N

,-
o
WA

L

o
(&

&

CFUEO
CFUG
CFUpre-T
CFUpre8

Mieloide a eosindfilo
Mieloide a neutrofilo
Linfocito T
Linfocito B

CFU £ CFU-MEG CFU GM CFU-EO CFU-BASO w/
® (@ [
® © @ ©@
u [:] 4
® ® @ & ¢ &
Linf o T
v A  J A4 A4
riocitos  Neutrdfilos ~ Monocitos  Eosindfilos  Basdfilos Unfocitos B Linfocitos T
By B @ & e
; Y o (® (@
») @ ) & O & @
A ] T
Eritrocitos uetas Macrota
(@) o o0 Plasme
F ( » (€3 @)
& R N/
Abreviatura Linea celular
CFU-GEMM Granulocito, eritrocito, megacariocito, > Evalucién drecta
monocito > Elwas intermedias no mmaoas |
CFUE Eritrocito
CFUMeg Megacariocito
CFUM Monocito
CFUGM Granulocito y monocito
CFUBASO Mieloide a basofilo

Figura 1. Génesis de la célula sanguinea. A partir de una célula troncal pluripotencial,

se obtienen los linajes celulares principales, mieloide y linfoide (Rodak, 2004).
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La diferenciacion y maduracion de las células progenitoras, también denominadas
blastos, es una secuencia de hechos genéticos y bioquimicos que le permiten a la
célula sintetizar productos especificos, que le confieren potencialidad para
determinada funcién. Cuando por diferentes causas es producida una pérdida de
los mecanismos de control de la proliferacion de dichas células, y por lo tanto la
falta de su maduracién, se habla de leucemia, un tipo de cancer de los
precursores de los formes sanguineos (Ruiz y Ruiz, 2009).

2.2  Etiopatogenia de la leucemia

La leucemia puede ser causada por alteraciones en el ADN ocasionando la
activacion de los oncogenes o la desactivacion de los genes supresores de
tumores. Estos cambios genéticos pueden ser heredados o surgir durante la vida
de una persona por factores ambientales relacionados a leucemogénesis como la
exposicion a derivados del benceno, pesticidas y radiaciones ionizantes, porque
pueden provocar mutaciones en el ADN y de esta forma alterar la proliferacién de
las células (Turner y col., 2010). También existen factores biolégicos como los
virus gque alteran los mecanismos reguladores de la proliferacion; entre ellos cabe
mencionar el virus linfotropico de células humanas tipo T (HTLV, por sus siglas en
inglés) el cual, origina la leucemia en aproximadamente el 5 % de los individuos
infectados, después de un periodo de latencia clinica significativa de varias
décadas (Panfil y col., 2016).

Las patologias originadas por inestabilidad cromosémica también pueden culminar
en leucemia como es la anemia de Falconi, trisomia del cromosoma 21 (sindrome
de Down), Ataxia-telangiectasia, sindrome de Li-Fraumeni, sindrome de Bloom y
cromosoma Filadelfia (American Cancer Society?, 2016). Este Ultimo se observa
en mas del 90 % de los pacientes de leucemia granulocitica cronica (Gomez,
2009).



Los tratamientos utilizados para combatir el cancer también estan relacionados
con la etiologia de la leucemia, como los agentes alquilantes o farmacos que
contienen platino utilizados en la quimioterapia. Dichos farmacos estan asociados
con un riesgo aumentado de LMA que alcanza su nivel mas alto alrededor de 8
afos después de la quimioterapia. Ciclofosfamida, mecloretamina, procarbazina,
clorambucil, melfalan, busulfan y la carmustina son ejemplos de estos agentes
alquilantes y los medicamentos que contienen platino incluyen cisplatino vy

carboplatino (American Cancer Society?, 2016).

Para la mayoria de los tipos de leucemia, los factores de riesgo y las causas no se
conocen exactamente, sin embargo, el tipo de leucemia mas comun en los adultos
es la LMA y en los nifios la LLA (Rodriguez y col., 2007; Whelan y Alva, 2018).

2.3 Caracteristicas de la leucemia y su diagndstico

Las anormalidades durante la génesis de las células sanguineas, entre las que se
encuentran las mutaciones, pueden llegar a convertir estas células en neoplasicas,
lo que se conoce como leucemia. La leucemia comprende una coleccion de
condiciones heterogéneas, todas procedentes de la alteracién de los progenitores
de las células sanguineas durante su diferenciacion en la médula ésea donde se
producen glébulos blancos anormales, que no funcionan adecuadamente. Estas
células leucémicas pueden multiplicarse y sobrevivir mejor que las células
normales (Rodriguez y col., 2007). La falla de los mecanismos de control negativo
del crecimiento clonal mutante, casi siempre se debe a cambios en los genes
reguladores, lo que conduce a su proliferacion sin sentido y, por ende, a su

incapacidad de madurar y funcionar normalmente (Ruiz y Ruiz, 2009).

Los sintomas de la leucemia varian entre pacientes, sin embargo, pueden

considerarse como los mas comunes:



— Piel pélida, cansancio o falta de energia debido a la falta de glébulos rojos
conocida como anemia.

— Heridas que demoran en cicatrizar, hematomas y sangrado excesivo debido
a la trombocitopenia.

— Infecciones frecuentes por el déficit de la maduracion de los glébulos
blancos que se encargan del sistema de defensa del organismo.

— Dificultad para respirar provocada por el agrandamiento del timo o de los
ganglios linfaticos.

— Cloroma o sarcoma granulocitico.

— Dolores en los huesos o articulaciones, debido a la expansion de la cavidad

medular por la proliferacion celular monoclonal.

Cuando se presentan algunos o varios de estos sintomas, se realizan estudios
para diagnosticar la leucemia. Entre los estudios mas utilizados esta el
hemograma o conteo sanguineo completo, que mide la cantidad de células
sanguineas y puede mostrar niveles altos o bajos de glébulos blancos y células
leucémicas en la sangre que se caracterizan por ser blastos, los cuales solo se
encuentran en la médula 6sea. También se efectian estudios de extendido de
sangre periférica, puncion lumbar y biopsia de médula ésea para confirmar el

diagnéstico y para buscar anomalias cromosémicas (Ruiz y Ruiz, 2009).

Después de confirmar el diagndstico, se hacen estudios para determinar el tipo de
leucemia. Las técnicas utilizadas incluyen la inmunohistoquimica, la cual, se basa
en la adhesion de anticuerpos especificos a proteinas que presentan las células
leucémicas. Estas pruebas son Utiles para determinar el inmunofenotipo de
leucemia y se realiza con mayor frecuencia en las células de la médula 6sea, pero
también se puede hacer en las células de la sangre y los ganglios linfaticos
(Manascero, 2003).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), es una

prueba de alta sensibilidad y especificidad para encontrar alteraciones
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cromosomicas en las células leucémicas, muchas de las cuales son especificas
para cada subtipo de leucemia. La PCR también ofrece informacion para el
pronostico de las leucemias y la deteccion de la enfermedad minima residual
durante la remision clinica (Artigas y col., 2002). La citometria de flujo también se
utiliza para calcular la cantidad de ADN en las células leucémicas, lo cual es
importante especialmente en la LLA, ya que las células con mas ADN son con
frecuencia mas sensibles a la quimioterapia, y estas leucemias tienen un mejor

prondéstico (American Cancer Society?, 2016).

La caracterizacion de las células leucémicas permite la clasificacion de la
enfermedad para establecer el protocolo de atencion, asi como predecir la

respuesta al tratamiento.

2.4 Tipos de Leucemia

Con base en los estudios realizados, se puede determinar el tipo de células
leucémicas que estan presentes. La leucemia puede ser clasificada de acuerdo a
la célula progenitora afectada dentro de la médula 6sea: como mielégena o
mieloide, si la neoplasia tiene lugar en la célula progenitora de eritrocitos, algunos
tipos de leucocitos y plaquetas o si la alteracion cancerosa, tiene lugar en la célula
gue forma linfocitos, denominandose asi linfocitica o linfoblastica (Leukemia and
Lymphoma Society, 2012). Otro criterio para su clasificacion involucra los
sintomas y su progresion respecto al tiempo, siendo aguda o crénica. Las formas
agudas de leucemia avanzan rapidamente y las células que se producen no
funcionan como las normales, debido a su falta de maduracién (blasto). En
cambio, las leucemias crénicas a menudo progresan lentamente, incluso sin
tratamiento inmediato, su curso es indolente y la ausencia de células muy
indiferenciadas las distingue de las leucemias agudas (Ruiz y Ruiz, 2009).

Considerando esta clasificacion, existen cuatro tipos diferentes de leucemia:

— Leucemia mieloide (mielégena) aguda (LMA)
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— Leucemia mieloide (mielégena) cronica (LMC)
— Leucemia linfoblastica (linfocitica) aguda (LLA)

— Leucemia linfoblastica (linfocitica) cronica (LLC)

Cada tipo de leucemia, tiene subtipos dependiendo de las caracteristicas
morfoldgicas, citogenéticas e inmunofenotipicas de las células presentes. Dentro
de la LLA, existen dos tipos principalmente, la leucemia linfoblastica aguda de
células B (LLA-B) y la leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T). Esta

ltima, es menos frecuente pero sus caracteristicas son mas agresivas.

2.4.1 Leucemia linfoblastica aguda tipo T (LLA-T)

La leucemia linfoblastica aguda tipo T (LLA-T) es un subtipo de leucemia que se
caracteriza por leucocitosis, inflamacion de ganglios linfaticos y afectacion al
sistema nervioso central. La LLA-T, representa un 15 % de la LLA pediatrica, sin
embargo, el prondstico es significativamente peor en comparacion con LLA tipo B
gue representa mayor porcentaje de incidencia (Pieters y Carroll, 2008; Mdoricke y
col.,, 2010; Pui, 2011). En la LLA-T hay alteraciones en vias de sefalizacion
como NOTCH, genes asociados a proliferacion como TAL1, re-arreglos
cromosomicos como hiperdiploidia y disfuncion de metiltransferasas (Belver y
Ferrando, 2016; lacobucci y Mullighan, 2017). Las alteraciones citogenéticas
anteriormente mencionadas, hacen que este subtipo de leucemia sea resistente
al protocolo de tratamiento ordinario y sea necesario el uso de

guimioterapéuticos de forma intensiva.

2.5Protocolos de tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda (LLA)

El tratamiento de las leucemias depende principalmente del tipo de leucemia
diagnosticado, ademas de las caracteristicas iniciales del enfermo como la edad,
el género, padecimientos relacionados o el estado de salud en general. Estos

factores también pueden predecir la respuesta a la estrategia terapéutica y las
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posibilidades de supervivencia prolongada, incluso la remisién (Instituto Nacional
de Salud Pdblica, 2001). La quimioterapia es el tratamiento de primera opcién
independientemente del tipo de leucemia diagnosticado, en el que se utilizan
farmacos para destruir las células cancerigenas y pueden administrarse por via

intravenosa, oral e intratecal (National Cancer Institute, 2014).

La quimioterapia se divide en las siguientes fases (Ruiz y Ruiz, 2009):

1) Induccién a la remision: en esta fase se pretende destruir la mayoria de las
células leucémicas y recuperar la hematopoyesis normal.

2) Consolidacién: el objetivo es destruir las células residuales que han
sobrevivido en la etapa previa.

3) Tratamiento de continuacion o mantenimiento: tiene como objetivo destruir

los ultimos vestigios de leucemia residual.

En las leucemias agudas se utilizan tratamientos que incluyen la ciclofosfamida,
altas dosis de metotrexato, etopdsido y citarabina (Ortega y col., 2007). Los
pacientes de alto riesgo requieren quimioterapia intensificada antes de la
induccién a la remision y posterior a la fase de consolidacion. La combinacion de
vincristina y un glucocorticoide (prednisona y prednisolona son los mas usados
para este proposito), los cuales inducen la remision de aproximadamente el 85 %
de los casos de LLA pediatrica y en combinacion con L-asparaginasa la remision
puede incrementarse hasta el 95 % de los casos (Layton, 2015).

La vincristina es un componente principal de los protocolos para combatir las
células de leucemia, sin embargo, presenta efectos colaterales, principalmente
neurotéxicos. Es uno de los farmacos utilizados como agentes anticancerigenos
gue impiden que se lleve a cabo el ciclo celular de las células malignas,
impidiendo la formacién del huso mitético (Carozzi y col., 2015). Especificamente
el esquema de tratamiento de la leucemia linfoblastica tipo T en México, es
establecida por el Sistema de Proteccion Social en Salud (SPSS), el cual se basa

en la Clasificacidbn Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas
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Relacionados con la Salud (CIE-10) de la Organizacion Panamericana de la Salud.
Dicho esquema de tratamiento se muestra en la tabla 1, en el que se puede

observar que la vincristina es uno de los farmacos principales.

Tabla 1. Esquema de tratamiento de la LLA-T (CIE 10 91.0). Adaptado del Protocolo de
la atencidn para leucemia linfoblastica. Guia clinica y esquema de tratamiento. Instituto
Nacional De Salud Publica (2001).

LLA Alto Riesgo “T”

Induccion Quimioterapia 6 Mercaptopurina

4 semanas Terapia Triple Intratecal (TTI) Ciclofosfamida

Citarabina

L-asparaginasa

Prednisona

Vincristina

TTlI  (Metrotexate, ARA-C,
HDC)

Consolidacion Quimioterapia 6 Mercaptopurina

3 semanas TTI Metrotexate

TTI  (Metrotexate, ARA-C,
HDC)

Reinduccion Quimioterapia 6 Mercaptopurina

TTI Ciclofosfamida

Radioterapia a encéfalo (sin infiltracion a | Citarabina

SNC: 12 Gy, con infiltracion a SNC: 18 | Dexametasona

Gy en nifios menores de 2 afios y 24 Gy | L-asparaginasa

en mayores de 2 afos) Vincristina

TTI  (Metrotexate, ARA-C,
HDC)

Mantenimiento Quimioterapia 6 Mercaptopurina

130 semanas Metrotexate
Pseudorreinduccién | Quimioterapia Prednisona

Vincristina

2.5.1 Vincristina

El farmaco vincristina, se utiliza como agente quimioterapéutico en la fase de
induccion y mantenimiento de la LLA-T. La vincristina se dirige a la subunidad -
tubulina de los microtubulos e induce citotoxicidad en las células de cancer por
interrumpir la dindmica del huso mitético (Mora y col., 2016). Para las lineas
celulares de leucemia humana, la vincristina provoca la muerte celular apoptética
gue aumenta con el tiempo de exposicién y la fraccién de células en mitosis. Sin

embargo, todavia hay escasez de datos sobre sus efectos a largo plazo en los
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sobrevivientes de LLA y su impacto en la funcion y calidad de vida en los

individuos afectados (Tay y col., 2017).

Debido a la afinidad de la vincristina a los microtubulos, también afecta los
microtubulos que son componentes importantes de las fibras nerviosas, causando
neuropatia sensorial y motora progresiva. Varios mecanismos adicionales de
neuropatia periférica inducida por vincristina se han propuesto a partir de modelos
celulares y animales (Boyette y col., 2015; Carozzi y col., 2015), sin embargo, el
mecanismo exacto aun no se entiende completamente. La neuropatia periférica
inducida por vincristina es experimentada por casi todos los nifilos que reciben

tratamiento con vincristina (Toopchizadeh y col., 2009; Lavoie y col., 2015).

A causa de los efectos téxicos que provoca vincristina y al ser uno de los
principales agentes en el tratamiento de la LLA-T, es necesario buscar alternativas
que coadyuven en su efecto terapéutico y minimicen los efectos adversos. Bajo
este contexto, las betalainas han sido parte de las investigaciones para determinar
su potencial antiproliferativo o sinérgico de tratamientos en enfermedades como el

cancer.

2.6 Betalainas

Desde hace afios se sabe que los jugos y néctares vegetales son fuentes
importantes de diferentes factores nutricionales, sin embargo, en las Ultimas
décadas, la industria alimentaria y de suplementos nutricionales han mostrado
interés en las betalainas desde que fueron identificadas como antioxidantes
naturales (Patkai y col., 1997). Las betalainas son pigmentos hidrosolubles
presentes en vacuolas de plantas pertenecientes al orden Caryophyllales y
algunas especies de hongos del género Amanita e Hygrocybe. Este grupo de
pigmentos son derivados del acido betalamico y hay dos tipos de betalainas:

betaxantinas que en su estructura tienen diferentes aminas y aminoacidos, vy
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betacianinas, en las que el acido betalamico aparece condensado con ciclo-
dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) (Gandia y Garcia, 2013).

El betabel (Beta vulgaris) también conocido como remolacha, es de las fuentes
principales de betalainas y contiene tanto betacianinas que son caracteristicas de
tonalidades rojas o violetas y betaxantinas que dan origen a tonalidades amarillas
0 naranjas. De las betacianinas presentes en el betabel, del 75 al 95 % es
betanina (Figura 2), lo que lo convierte en el pigmento principal de esta raiz
(Kapadia y col., 2003; Gandia y Garcia, 2013).

OH 0

Figura 2. Estructura quimica de la betanina (Adaptado de Kapadia y col., 2011).

La betanina fue aprobada por la Union Europea y por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) en los Estados Unidos
como aditivo de alimentos E-162, caracterizado por presentar un color rojo muy
intenso y ser mas potente que la mayoria de los colorantes sintéticos de uso
comun (Kapadia y col., 2011). Aunque es susceptible a la degradacién por efecto
de la temperatura, luz y oxigeno, para uso comercial, la betanina, se estabiliza con
acido ascorbico, se acidifica con acido citrico y es adecuado para la coloracion de

productos congelados, secos y de vida util corta (Azeredo, 2009).

Medicinalmente, el betabel se emplea como un remedio popular para estimular el
sistema inmunoldgico y hematopoyético, el tratamiento de enfermedades

hepaticas y renales y forma parte de la dieta en el tratamiento del cancer
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(Zielinska y col., 2016). Asi mismo, el extracto de betabel ha sido objeto de
estudios experimentales de quimioprevencién, en el que se ha estudiado su
potencial respecto a prevenir o detener el desarrollo de tumores y la latencia del
cancer, reducir la mortalidad por cancer y evitar el proceso de metastasis de varios

tipos de cancer, entre ellos los de mayor incidencia en la poblacion mundial.

2.6.1 Efecto de la betanina en modelos de cancer

Desde hace varias décadas se centré el interés en pigmentos de origen natural
principalmente para su uso como aditivos alimentarios, sin embargo, una de las
pruebas clave en el desarrollo de compuestos para consumo humano es su
propiedad inocua para ser ampliamente distribuidos en la industria. Por esta razoén,
se determind la capacidad de los pigmentos betalainos de betabel rojo para iniciar
o promover el cancer de higado en modelos in vivo. Los resultados indicaron que
los pigmentos ensayados no iniciaron, ni promovieron células cancerosas en el
higado de ratas, por lo que estos hallazgos proporcionaron evidencia adicional de
gue los colorantes de betalainas pudieran ser alternativas en el uso de colorantes

sintéticos utilizados como aditivos alimentarios (Schwartz y col., 1983).

Posteriormente, se llevaron a cabo estudios de los extractos y derivados quimicos
de verduras, frutas, colorantes naturales de comida y remedios herbales que
tuvieran propiedades quimiopreventivas, inclusive inhibitorias de cancer. En estos
estudios, se identificd que la betanina tenia potencial como agente preventivo del
cancer tanto in vivo como in vitro (Kapadia y col., 1996; Kapadia y col., 2003), por
lo que, continuando con los estudios de la betanina, se evalué su efecto en
ratones donde la coadministracion oral de 0.0025 % de betanina exhibia un efecto
guimiopreventivo en cancer de piel inducido por carcindgenos. A la misma dosis,
la betanina proporcion6 una proteccion significativa en el modelo de cancer de piel
de raton y también inhibio la incidencia de tumores hepéticos y esplenomegalia
(Kapadia y col., 2003).
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Asi mismo, se han evaluado una variedad de pigmentos naturales que se
encuentran en los alimentos de origen natural como las betacianinas y
antocianinas que son solubles en agua y el licopeno, la bixina, el 3-caroteno y la
clorofila que son liposolubles. Estos compuestos se aislaron de Beta vulgaris, Bixa
orellana, Lycopersicum esculentum, Spinacia oleracea, Daucus carota y Prunus
cerasus y se evalud su potencial solo y en combinacion, frente a la inhibicién de
ciclooxigenasas (COX) enzimas que catalizan la conversion del acido araquidénico
para generar mediadores quimicos de la inflamacion, inhibicion de la peroxidacion
lipidica y su efecto en lineas células tumorales de mama (MCF-7), colon (HCT-
116), estomago (AGS), sistema nervioso central (SF-268) y pulmoén (NCI-H460).
Unicamente la betanina, la cianidina-3-O-glucésido, el licopeno y el B-caroteno
inhibieron la peroxidacion lipidica, sin embargo, todos los pigmentos ensayados
inhibieron a la COX-1 y COX-2. Adicionalmente, la betanina indujo inhibicion del
crecimiento de lineas celulares de cancer de mama, colon, estémago, SNC y
pulmon con concentraciones inhibitorias que disminuian el 50 % de la proliferacion
(CI50) de 162, 142, 158, 164 y 147 pg/mL, respectivamente. Sin embargo, los
resultados indicaron que no todas las combinaciones eran tan eficaces como los
componentes solos. Este fue el primer informe de una evaluacion comparativa y el
impacto en las actividades bioldgicas de estos pigmentos solos y en combinacion
(Reddy y col., 2005).

Los efectos antiproliferativos de la betanina aislada de Opuntia ficus-indica, fueron
evaluados por Sreekanth y colaboradores en 2007 y se determinaron en la linea
celular de leucemia mieloide crénica humana (K562). Los resultados indicaron que
la betanina entré a las células y provocé inhibicion proliferativa dependiente de la
concentracion con una CI50 de 40 pM; las células mostraron caracteristicas
apoptaoticas tales como la condensacion de la cromatina, el encogimiento celular,
la alteracién de la membrana, la liberacion de citocromo c en el citosol, asi como la
fragmentacion del ADN. El analisis de citometria de flujo de las células tratadas
con betanina mostré 28.4 % de las células en fase sub GO/G1 e indujo la escision
de la polimerasa PARP, la desregulacion de Bcl-2 y la reduccion en los

potenciales de membrana, por lo cual se infiere que la betanina induce apoptosis
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por la via intrinseca (Sreekanth y col., 2007). Esta evidencia es la mas importante
al ser el unico estudio que reporta su actividad antiproliferativa en la linea de las

leucemias.

El efecto citotdxico del extracto de betabel se compard con doxorrubicina, farmaco
elegido por presentar una estructura quimica similar a la betanina y ser un agente
quimioterapéutico utilizado en una amplia variedad de canceres que incluyen el de
vejiga, mama, higado, pulmon, ovario, pancreas, préstata, estbmago, linfomas y
ciertos tipos de leucemia pero que presenta diversos efectos adversos que
incluyen desde nauseas, alopecia y neutropenia hasta el riesgo de padecer
insuficiencia cardiaca congestiva e incluso llevar a la muerte (Kapadia y col.,
2011). EIl potencial antiproliferativo de la betanina se determind en las lineas
celulares de cancer de mama (MCF-7) y prostata (PC-3), en las cuales, la
citotoxicidad del extracto de betabel fue significativamente menor en comparacion
con la doxorrubicina, pero disminuyé la tasa de crecimiento de las células cuando
se probd a la concentracién de 29 pg/mL mientras que la doxorrubicina, a la
misma concentracion, inhibi6 completamente el crecimiento de ambas lineas
celulares en tres dias. Cabe sefalar que los estudios comparativos en las lineas
celulares normales de piel e higado mostraron que el extracto de betabel tenia un
efecto citotoxico significativamente menor que la doxorrubicina (8.6 % frente a 100
%, respectivamente, a una concentracion de 29 ug/mL). Por lo tanto, el uso del
extracto solo o en combinacidon con agentes quimioterapéuticos, pudiera ser
utilizado como coadyuvante para mitigar los efectos secundarios de farmacos

anticancerigenos comunmente utilizados (Kapadia y col., 2011).

El efecto sinérgico de betanina y doxorrubicina, fue evaluado posteriormente al
estudio comparativo de ambos compuestos (Kapadia y col., 2011). Kapadia y
colaboradores en 2013 evaluaron la combinacién de betanina y doxorrubicina en
células tumorales pancreaticas (PaCa), de mama (MCF-7) y de préstata (PC-3).
Se evaluaron concentraciones de betanina y doxorrubicina establecidas
anteriormente (Kapadia y col., 2011), que iban de 0.29 a 290 yg/mL y en distinta

relacion Betanina: Doxorrubicina = 1:0, 1:1, 5:1, 1:5 y 0:1. Los datos de
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citotoxicidad se analizaron mediante el método de indice de combinacion de Chou-
Talalay (2006) para establecer la sinergia entre betanina y doxorrubicina; los
resultados indicaron que hay efecto sinérgico de betanina con doxorrubicina en las
tres lineas celulares. Este es el unico reporte publicado del efecto combinado de

betanina con un farmaco anticancerigeno (Kapadia y col., 2013).

También se ha evaluado la actividad quimiopreventiva de betanina en dos
modelos in vivo de tumores en pulmoén en ratones, inducido por los carcin6genos
carbamato de vinilo y el benzo (a) pireno, que estan presentes en el humo del
cigarrillo e inducen adenocarcinoma. En dichos estudios, se encontré6 que el
consumo oral de 25 mg/mL y 100 mg/mL de betanina, disminuy6
significativamente la multiplicidad tumoral inducida por ambos carcin6genos. Asi
mismo, el efecto de la betanina se vio reflejado al reducir el nUmero de microvasos
endoteliales (positivos al marcador CD31) y aumento la expresion de la caspasa-3.
La betanina también indujo apoptosis a través de la activacion de la cascada de
caspasas-3, -7, -9 y la escision de PARP en los modelos de cancer de pulmoén
(Zzhang y col., 2012).

Por otra parte, se ha estudiado el efecto de betalainas aisladas de Beta vulgaris L.
en células de cancer de higado humano (HepG2). Después del tratamiento con
betanina y betaina a concentraciones que oscilaban entre 0 y 400 pg/mL y de 0 a
800 pg/mL durante 48 horas, respectivamente, la betanina inhibié el 49 % de la
proliferacion de las células hepéticas a 200 ug/mL mientras que la betaina produjo
una inhibicion del 25 % a 800 pug/mL, lo que implicé una mayor citotoxicidad de la

betanina en comparacion con la betaina (Lee y col., 2014).

El efecto citotoxico de betanina/isobetanina obtenido de Beta vulgaris fue evaluado
en la linea celular de cancer de mama MCF-7 por Nowacki y colaboradores en
2015. El concentrado de betanina/isobetanina disminuyd significativamente la
proliferacion y viabilidad de dichas células en cultivo celular 2D y 3D; este ultimo,
bajo el fundamento de imitar las condiciones del tumor como la comunicacion

célula-célula y células cancerigenas con la matriz celular. Ademas, el extracto
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también fue evaluado en lineas celulares normales de pulmon y umbilicales (MRC-
5 y HUVEC, respectivamente) y no tuvo efecto citotoxico significativo. Los
resultados indican que la mezcla de betanina/isobetanina aislada de betabel,
aumento la expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis como Bad,
TRAIL-R4, FAS y p53. Ademas, alter6 el potencial de la membrana mitocondrial y
se observaron vesiculas de autofagosomas en células tratadas, lo que sugiere
también la muerte celular autofagica en el tratamiento con betanina/isobetanina.
Esta publicacion, hace la comparacién con las concentraciones utilizadas en
estudios reportados por Kapadia y colaboradores (2011) y Reddy y colaboradores
(2005), que son superiores a la concentracion que indujo inhibicion significativa del
crecimiento de las células de cancer utilizadas en este andlisis, lo cual se debe al
contenido de betanina o el grado de pureza de los extractos usados (Nowacki y
col., 2015).

Basado en los antecedentes reportados del potencial de la betanina como agente
qguimiopreventivo y coadyuvante de tratamientos contra el cancer, es de suma
importancia estudiar su efecto en lineas celulares de LLA-T, con el objetivo de
disminuir la toxicidad del tratamiento convencional, principalmente los efectos

adversos que produce la vincristina relacionados a neurotoxicidad.
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3. JUSTIFICACION

A nivel mundial, el cancer es la segunda causa de muerte por enfermedades no
transmisibles y se le atribuyen 8.8 millones de defunciones ocurridas en el mundo
en el afio 2015; casi una de cada seis defunciones en el mundo se debe a esta
enfermedad y se prevé que los casos anuales aumentaran a 22 millones en las
proximas dos décadas. Ademas, cerca del 70 % de las muertes por cancer se
registran en paises de ingresos medios y bajos (Organizacion Mundial de la Salud,
2018). Al afio se diagnostican aproximadamente 215 000 casos de cancer en
menores de 15 afios. En los paises desarrollados, representa menos del 1 % de
todos los casos de cancer, sin embargo, en entornos de bajos recursos la
proporcién puede ser hasta 5 veces mayor (International Agency for Research on
Cancer, 2016).

La leucemia es el cancer de mayor incidencia a nivel mundial en nifios y
adolescentes de 0 a 15 afos de edad. El 75 % de los casos de leucemia, son
especificamente de LLA (International Agency for Research on Cancer, 2017). En
México, las leucemias agudas tienen una tasa de incidencia de 75.3 por millén de
personas por afio y representan el 50.8 % de los tipos de cancer infantil (Cubria y
col., 2017).

La LLA-T tiene una incidencia del 15 % sin embargo, se caracteriza por su
resistencia a farmacos, por lo que los protocolos de atencion son intensivos. El
tratamiento para la LLA-T se basa principalmente en distintas fases de
quimioterapia, en la que se suministran farmacos anticancerigenos en distintas
combinaciones y dosis. En México, el Sistema de Proteccion Social en Salud
(SPSS), determiné el disefio de tratamiento de la LLA-T, basado en la
Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas
Relacionados con la Salud (CIE-10) de la Organizacion Panamericana de la Salud.

Sin embargo, a pesar del acceso a los tratamientos para las leucemias agudas, la
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tasa de supervivencia a 5 afios basada en la poblacion sigue siendo < 50 %
(Cubria y col., 2017).

El tratamiento de la LLA-T con quimioterapia, incluye farmacos como L-
asparaginasa, citarabina, mercaptopurina, metotrexato y vincristina en distintas
fases y combinaciones durante alrededor de 140 semanas de tratamiento, en el
que la recaida a la enfermedad o la presencia de infecciones y la baja respuesta al
tratamiento pueden reiniciar el proceso de quimioterapia, durando mas tiempo de
lo establecido (Instituto Nacional de Salud Publica, 2001). A pesar de los efectos
colaterales que provocan los medicamentos utilizados, los protocolos son
intensivos y no pueden suspenderse hasta completar los ciclos de tratamiento.
Especificamente la vincristina, uno de los farmacos mas importantes que
conforman la quimioterapia de la LLA-T, provoca neuropatia periférica que se
caracteriza por dolor en extremidades, alteracion sensorial, entumecimiento y

pérdida del sentido posicional (Jaggi y Singh, 2012).

Debido a los efectos colaterales que provoca la vincristina en el tratamiento de la
LLA-T, se necesitan alternativas que coadyuven al efecto anticancerigeno y
permitan disminuir las dosis del farmaco para mejorar la calidad de vida de los
pacientes durante el tratamiento e inducir la remisiébn en menor tiempo. Bajo este
contexto, la betanina presente en alimentos de facil acceso como el betabel (Beta
vulgaris) y la tuna roja (Opuntia ficus-indica) ha mostrado tener efectos
guimiopreventivos y antiproliferativos en lineas celulares de varios tipos de cancer,
entre ellos los de mayor incidencia a nivel mundial como pulmén, mama y prostata
(Reddy y col., 2005); sin embargo, no hay reportes publicados respecto a su
potencial en la LLA-T.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antiproliferativo y coadyuvante
de betanina con vincristina, asi como sus mecanismos asociados a apoptosis y
arresto en el ciclo celular, ademas de su inocuidad en células sanas, para
determinar la propuesta de dicho compuesto como parte de los protocolos de

atencion de la LLA-T.
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4. HIPOTESIS

La betanina tiene efecto antiproliferativo y coadyuvante con vincristina, induciendo
la apoptosis y el arresto en el ciclo celular a las células de LLA-T y no es tdxica

para las células sanas a las concentraciones probadas en los experimentos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antiproliferativo de betanina sola y en combinacién con
vincristina, en células de leucemia linfoblastica aguda tipo T (LLA-T),
determinando su posible mecanismo asociado a apoptosis y arresto celular y
verificando su inocuidad en células sanas a las concentraciones propuestas en los

experimentos.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antiproliferativo de betanina, asi como vincristina en

células de LLA-T a través del ensayo de exclusion de azul de tripano.

2. Evaluar el efecto citotoxico de las concentraciones propuestas de betanina

en células mononucleares de sangre periférica sanas.

3. Estudiar el efecto coadyuvante de combinaciones propuestas de betanina y
vincristina en cultivo de células de LLA-T a través del ensayo de exclusion

de azul de tripano.

4. Evaluar el efecto de betanina, vincristina y la combinacion elegida de
ambos compuestos en la induccion de muerte celular (apoptosis) de las

células de LLA-T, mediante citometria de flujo.

5. Analizar la accion de betanina, vincristina y la combinacion elegida de
ambos compuestos, en el arresto celular de las células de LLA-T, a traves

de citometria de flujo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Desarrollo experimental

6.1.1 Cultivo celular

Los experimentos se establecieron a partir de la linea celular de LLA-T también
conocida como células Jurkat de la compafiia American Type Culture Collection
(ATCC), clon que fue obtenido a partir de la sangre periférica de un nifio de 14
afos con leucemia linfoblastica aguda por Schneider y colaboradores en los afios
setenta. Las células Jurkat se sembraron en medio de cultivo RPMI-1640 (ATCC)
con 10 % de suero fetal bovino (Gibco, Invitrogen) y 1 % de una mezcla de
antibioticos y fungicida (penicilina, estreptomicina y anfotericina B, Gibco,
Invitrogen). Las condiciones de incubacién fueron las siguientes: 95 % aire, 5 %
COg2, 37 °C y humidificacién constante. EI mantenimiento de las lineas celulares se
realizd por la adicion de medio de cultivo fresco o reemplazo del mismo cada 2
dias, manteniendo una concentracion de 1x10° células viables/mL. Se determiné

la viabilidad celular por el ensayo de exclusion de azul de tripano.

6.1.2 Farmacos y estandares

La betanina (BET) y el farmaco vincristina (VCR) utilizado para los experimentos
fueron adquiridos en Sigma Aldrich (nUmero de catdlogo CDS000584 y V8388,
respectivamente). Se diluyeron en agua inyectable estéril (PiSA BioPharm), la
cual, también fue adicionada en los controles de los tratamientos. Para el control
positivo de los experimentos de apoptosis por citometria de flujo, se utilizé
camptotecina (CAMPT) adquirida en Sigma Aldrich (nimero de catalogo C9911).

6.1.3 Curvas concentracion-respuesta con betanina y vincristina

Para proponer las concentraciones inhibitorias (Cl) a utilizar en los experimentos y

determinar su efecto antiproliferativo de las células de LLA-T, se utilizaron cajas de
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cultivo de 24 pozos. Se sembraron inicialmente 100,000 células en cada pozo,
llevadas a volumen de 450 pL con medio RPMI-1640. Las células se incubaron
durante 24 horas a 37 °C en 95 % de aire y 5 % CO2. Después de 24 horas se
trataron con diferentes concentraciones establecidas para betanina (5, 20, 40, 50,
100, 500 y 1000 uM) y para vincristina (25, 50, 100, 500, 1000, 2000 y 10,000 nM),
considerandose un volumen final de 500 pL, se incubaron por 24 horas a las
mismas condiciones y protegidas de la luz, por sensibilidad de las moléculas a ser
degradadas. Finalmente se contaron 50 pL de las células tratadas mediante el
ensayo de exclusion de azul tripano (Altman y col.,, 1993), antes de ser
observadas bajo el microscopio, haciendo uso una cdmara de Neubauer. Se
consideraron Unicamente las células vivas para hacer las curvas de concentracion-
respuesta, con el porcentaje de proliferacion respecto al control, en funcién de la

concentracion de betanina y vincristina respectivamente.

6.1.4 Aislamiento y tratamiento de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC)

Para realizar el experimento del efecto citotoxico de betanina en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), se solicité la
participacion bajo consentimiento informado de voluntarios sanos para la
extraccidn de sangre periférica (ver Anexo). Nueve mililitros de sangre venosa
periférica anticoagulada se diluyeron con 2 volumenes de buffer fosfato salino
(PBS) 1X y luego se depositaron cuidadosamente sobre la solucién Ficoll-Paque
PLUS (GE, Healthcare) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 35 minutos a 15 °C.
La capa de PBMC, se recogié mediante pipeteo y se lavo dos veces con PBS 1Xy
se centrifugd a 1500 rpm durante 15 minutos a 15 °C para eliminar las plaquetas y
el medio de separacion residual (Bittersohl y Steimer, 2016). Después, las PBMC
se resuspendieron con medio RPMI 1640 (ATCC) suplementado con suero bovino
fetal al 10 % (Gibco, Invitrogen) antibidtico y antimicotico (penicilina,
estreptomicina y anfotericina B, Gibco, Invitrogen). Para los tratamientos, se tomo

una alicuota de 50 pL y se mezclaron con 50 pL de solucién al 0.04 % de azul de
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tripano para el conteo de células en una camara de Neubauer y se sembraron
1x10° células en placas de 24 pozos en un volumen de 450 pL. Posteriormente,
las PBMC se trataron con 50 pL de soluciones de betanina de 50 a 500 uM y agua
estéril como control. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C con una
atmosfera de COz2 al 5 % en una incubadora humidificada y en condiciones de
oscuridad debido a la sensibilidad de la molécula a ser degradada. Al final del
tratamiento, 50 uL de cada suspension de células tratadas, se mezclaron con azul
de tripano al 0.04 % y luego se contaron 10 pL de células en una camara

Neubauer para determinar la viabilidad de las PBMC.

6.1.5 Efecto coadyuvante de betanina y vincristina en células de LLA-T

Para evaluar el efecto de betanina y vincristina sobre la proliferacion de las células
de LLA-T, se disefi6 el experimento como lo muestra la tabla 2. Se sembraron
1X10° células por pozo, en una caja de 24 pozos, con un volumen de 450 pL y se
dejaron en incubacion 24 horas a 37° C, 5 % de CO2 y humidificacién constante.
Posteriormente, se realizaron los tratamientos con los controles y las
combinaciones correspondientes, considerando un volumen final de 500 pL y se
dejaron incubadas nuevamente 24 horas en las mismas condiciones. Para evaluar
el efecto en la proliferacion de las células, se llevo a cabo el conteo de células bajo

microscopio con la camara de Neubauer teflidas con azul de tripano al 0.04 %.

Tabla 2. Disefio experimental para evaluar el efecto de betanina mas vincristina en
la proliferacién de las células, arresto en el ciclo celular y la apoptosis en las
células de LLA.

Vincristina (VCR)
TRATAMIENTO Concentracion Concentracion
onM propuesta 1 propuesta 2
© 0o uM Control 30.61 nM 10.20 nM
'% E Concentracion propuestal | 91.84 uM Combinacion 1
o Concentracion propuesta2 | 275.5 uM Combinacién 2
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6.1.6 Efecto de betanina y vincristina, asi como de su combinacion en la muerte

celular

Después de analizar los resultados del efecto coadyuvante de betanina y
vincristina, se eligié la combinacion betanina 275.5 uM + vincristina 10.20 nM por
inhibir la proliferacion de las células de LLA-T con mas potencia que la
combinacion de betanina 91.84 pM + vincristina 30.61 nM. Se establecieron los
tratamientos durante 24 horas en las mismas condiciones de incubacion para
después evaluar su efecto en la induccién de apoptosis celular mediante
citometria de flujo el Kit BD Pharmingen, FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit Il
RUO (nimero de catalogo 556547).

Después de las 24 horas de tratamiento, las suspensiones celulares expuestas a
las distintas concentraciones de betanina y/o vincristina, asi como el control
positivo (tratadas con 12 uM de CAMPT) y el control negativo (tratado con agua
inyectable), se lavaron con PBS 1X frio. Posteriormente, la suspension de células
se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos y se retird el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en el buffer de unién a anexina 1X hasta tener una concentracion
de 1x10% células/mL y de esta suspension celular se utilizaron 100 pL.
Posteriormente, se adicionaran 5 pL de anexina V y 5 uL de ioduro de propidio
100 pg/mL a la suspensiéon celular y se incubaron a temperatura ambiente, en
condiciones de oscuridad durante 15 minutos. Después de la incubacién se
adicionaron 400 pL de buffer de unién a anexina 1X y las muestras se analizaron
por citometria de flujo antes de 1 hora a una longitud de onda de 530 nm (BD
FACSVerse Optical System).

6.1.7 Efecto de betanina sola y en combinacion con vincristina en el arresto celular

Se estudio el efecto de la betanina y vincristina, asi como de combinacion elegida
de betanina 275.5 uM + vincristina 10.20 nM en el arresto de las células de LLA-T

mediante citometria de flujo (Kit BD Cycletest Plus DNA numero de catalogo
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340242). La suspension celular se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se decant6 todo el sobrenadante y se afiadieron 250 L de
la solucién A (amortiguador con tripsina) y se mezclé suavemente con la pipeta. La
suspension se incubo con la solucidn A por 10 minutos a temperatura ambiente sin
remover la solucidon. Posteriormente, se agregaron 200 pL de la solucién B
(amortiguador con inhibidor de la tripsina y ribonucleasa) y nuevamente se
mezclaron suavemente con la pipeta. Se incub6 con esta solucién durante 10
minutos a temperatura ambiente sin remover la solucion. Finalmente se afiadieron
200 pL de solucion C (solucién de tincidn, ioduro de propidio, de 2 a 8° C) y la
mezcla se realizdé de forma suave y se incub6 por 10 minutos en oscuridad y en
hielo. Las muestras analizaron en el citémetro de flujo (BD FACSVerse Optical

System) dentro de las 3 horas después de la adicion de la solucién C.

6.2 Analisis estadistico

Se realizaron al menos tres experimentos independientes por triplicado en cada
prueba, los datos fueron presentados como la media + desviacion estandar y para
evaluar la diferencia significativa (p < 0.05) se utilizO ANOVA de una via. Para
evaluar diferencias significativas entre grupos y respecto al control se utilizaron las

pruebas post hoc Tukey y Dunnet, respectivamente (De Veaux y col., 2009).
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7. RESULTADOS

7.1 Curva concentracion-respuesta de betanina en células de LLA-T

Para conocer el efecto de la betanina en la proliferacién de las células de LLA-T, se
probaron concentraciones de 5, 20, 40, 50, 100, 500 y 1000 uM durante 24 horas y
se determiné el porcentaje de proliferacion de las células respecto al control tratado
solo con agua estéril. Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism
6 para determinar las concentraciones inhibitorias propuestas, las cuales fueron
91.84 uyM y 275.5 uM (Figura 3).

Curva concentracién-respuesta: Betanina

100 A
751
50 1 :

251

% Proliferacion (control)

0 —r—rrrrr—r—rrrr—r—rrrrm
1 10 100 1000

[BET] pM

Figura 3. Curva concentracion-respuesta de betanina. Se indica el porcentaje de
proliferacién respecto al control versus la concentracién de betanina en micromolar. El
ensayo de proliferacién fue evaluado a las 24 horas mediante el ensayo de azul de tripano y
se presenta la media de al menos tres experimentos independientes por triplicado con barras
gue indican la desviacién estandar.

7.2 Curva concentracidn-respuesta de vincristina en células de LLA-T

Con el objetivo de evaluar el efecto de vincristina en la proliferacion las células de
LLA-T, se trataron las células con un rango de concentraciones de vincristina de 1 a
10,000 nM durante 24 horas. De acuerdo a la curva concentracion-respuesta de
vincristina que se muestra en la figura 4, se propusieron dos concentraciones para

evaluar en los siguientes experimentos, siendo 30.61 nM y 10.20 nM.
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Figura 4. Curva concentracion-respuesta de vincristina. Se indica la media del
porcentaje de proliferaciébn respecto al control versus la concentracién de vincristina en
nanomolar de tres experimentos independientes con barras de desviacion estandar.

7.3Efecto citotoxico de betanina en células mononucleares de sangre periférica
sanas (PBMC)

Con la perspectiva de proponer a la betanina como coadyuvante en el tratamiento de
la LLA-T, se determiné si la betanina era inocua para las células sanas en las
concentraciones probadas sobre las células de LLA-T. Se establecié el cultivo in vitro
de células mononucleares de sangre periférica de pacientes sanos y se trataron con
el mismo rango de concentraciones de betanina utlizados para la curva
concentracion-respuesta (de 50 a 500 uM) durante 24 horas. Posteriormente se
evaluo la viabilidad de las células mediante el ensayo de azul de tripano. La figura 5,
indica los resultados de tres experimentos por triplicado y el analisis para conocer
diferencia estadistica de cada grupo respecto al control (sin tratamiento) para

determinar la citotoxicidad de la betanina en las células PBMC.
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Figura 5. Evaluacién de citotoxicidad de betanina en células mononucleares de sangre
periférica sanas (PBMC). Se probaron concentraciones de 50 a 500 uM de betanina para
determinar su citotoxicidad en las células durante 24 horas. Se llevaron a cabo tres
experimentos independientes por triplicado y se evalud la viabilidad mediante el ensayo de
azul de tripano. Para determinar diferencia estadistica (*p < 0.05) se realiz6 ANOVA de una
via y post hoc Dunnet para comparar las células tratadas respecto al control.

Se puede observar en la figura 5 que 500 UM de betanina fue la Unica concentracion
con diferencia estadistica respecto al control, indicando citotoxicidad en las células
PBMC, por lo tanto, las concentraciones propuestas de betanina para los siguientes
experimentos se consideran inocuas para células sanas. Asi mismo, las propuestas
se realizaron en base a los antecedentes en los que se utilizan concentraciones

similares (Reddy y col., 2005).

7.4Efecto coadyuvante de betanina y vincristina en células de LLA-T

Después de establecer las concentraciones inhibitorias de betanina y vincristina a
analizar respecto su potencial antiproliferativo, se propusieron dos combinaciones
para los siguientes experimentos. La primera combinacion propuesta fue de betanina

91.84 uM mas vincristina 31.60 nM. La segunda combinacién se eligié con el objetivo
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de proponer a la betanina como coadyuvante y disminuir la dosis utilizada de
vincristina, siendo 275.5 uM de betanina mas 10.20 nM de vincristina.

En la figura 6 se observa el efecto sobre la proliferacién celular de las distintas
concentraciones propuestas de betanina y vincristina, individual y en combinacion.
Todos los tratamientos ejercieron un efecto antiproliferativo mayor con respecto al
control (células no tratadas) y se determind la diferencia estadistica entre los grupos
de acuerdo al analisis de ANOVA de una via y post hoc de Tukey, p < 0.05. El uso
combinado de betanina 275.5 pM + vincristina 10.20 nM tuvo mejor efecto en la
disminucién de la proliferacién de las células que el ejercido por la combinacion de

betanina 91.84 uM + vincristina 30.61 nM, asi como de los compuestos individuales.

Efecto coadyuvante de BET + VCR
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Figura 6. Efecto coadyuvante de betanina y vincristina en el tratamiento de las células
Jurkat. Se propusieron dos combinaciones con base en la curva concentracion-respuesta de
cada compuesto y se evaluaron después de 24 horas a través del ensayo de exclusion de
azul de tripano. En la gréfica se indican las medias de tres experimentos independientes con
barras de desviacion estandar, asi como diferencia estadistica representada por letras para

cada grupo, establecida a partir del andlisis de ANOVA de una via y post hoc Tukey (p <
0.05).
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7.5Efecto de betanina sola y en combinacion con vincristina en la muerte celular

Considerando que la combinacion de betanina 275.5 pM + vincristina 10.20 nM tuvo
mayor potencial antiproliferativo en las células de LLA-T, se analizo su efecto en la
induccion de apoptosis mediante citometria de flujo. La figura 7 consta de los dotplots
representativos para las células control y las células tratadas con betanina 275.5 uM
y vincristina 10.20 nM, asi como de la combinacion. Cada dot plot se divide en cuatro
cuadrantes, dependiendo de la respuesta a la tincibn con ioduro de propidio y
anexina V, siendo viables (negativas a ambas tinciones), en apoptosis temprana
(positivas solo a anexina V), en apoptosis tardia (positivas a ambos marcajes) y en
necrosis (solo positivas a ioduro de propidio). Asi mismo, en la figura 8 se representa
el analisis estadistico de cada grupo tratado en tres experimentos independientes,

por triplicado.
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Figura 7. Dot plots representativos del analisis de apoptosis celular de las células de
LLA-T tratadas con betanina y vincristina y su combinacién, mediante citometria de
flujo. El eje de las ordenadas indica intensidad de tincién con ioduro de propidio y el eje de
las abscisas la intensidad de marcaje con Anexina V-FITC.
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Figura 8. Andlisis estadistico de los experimentos de apoptosis determinados por
citometria de flujo. El porcentaje de células de LLA-T tratadas con betanina y vincristina
individuales y en combinacion, asi como de los controles fue determinado a partir de la
respuesta positiva a los marcajes con ioduro de propidio y anexina V. Las barras representan
la media de tres experimentos independientes con desviacion estandar y para evaluar
diferencias estadisticas de los grupos se realiz6 ANOVA de una via (p < 0.05) y post hoc
Tukey, representada por letras para cada grupo.

Como se puede observar en las gréficas, el mayor porcentaje en los grupos de
tratamiento se distribuyen en células viables y en apoptosis temprana. Es importante
resaltar que el tratamiento con la combinacion propuesta betanina 275.5 pM +
vincristina 10.20 nM, contiene menor cantidad de células vivas en comparaciéon a la
30.61 nM de vincristina, cumpliendo con el objetivo de disminuir las dosis del farmaco
y utilizar la betanina como coadyuvante del tratamiento de las células in vitro. Por

otra parte, la combinacién de betanina y vincristina tiene un mayor porcentaje de
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células en apoptosis temprana, lo cual, favorece la propuesta del tratamiento

coadyuvante.

7.6Efecto de la betanina sola y en combinacién con vincristina en el arresto

celular

Para determinar el efecto de betanina y vincristina individualmente y en combinacion
en el arresto de las células de LLA-T, se realizaron los experimentos conforme al
disefio establecido de exposicién a los compuestos individuales y en combinacién
durante 24 horas y posterior a ello, se analizé mediante citometria de flujo. La figura
9, indica los histogramas representativos de los grupos correspondientes a cada
tratamiento y su distribucion en las distintas fases del ciclo celular debido a la unién
estequiométrica con ioduro de propidio segun la cantidad de ADN. También se indica
el analisis estadistico de los tres experimentos independientes por duplicado, de

cada tratamiento y su distribucion en el ciclo celular (figura 10).
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Figura 9. Histogramas de las fases del ciclo celular de las células de LLA-T tratadas
con betaninay vincristina solas y en combinacion. El eje de las ordenadas representa la
cantidad de eventos detectados en citometria de flujo y el eje de las abscisas la distribucién
de dichos eventos en el ciclo celular, dependiendo de su relacién a la tincion con ioduro de
propidio.

33



Arresto celular

1007

® Poliploidia
G2
5

L Lelilied]

W Sub GG

FASE Control VCR10.20 nM | BET 275.5pM | BET 275.5 pM+VCR 10.20 nM
Sub G0/G1 643 + 2402467 + 300 | 830 + 424 20.88 + 2.35
GO0/G1 5348 + 150 | 865 + 428 | 6552 + 0.69 12.92 + 4.65
S 2321 + 5511505 + 523 | 19.01 + 2.86 18.45 + 1.30
G2/im 1366 + 0904945 + 1251|1439 + 072 41.96 + 5.32
Poliploidia 039 + 002)104 + 036 ] 176 + 0.14 227 + 0.37

Figura 10. Andlisis estadistico de la distribucién en el ciclo celular de las células de
LLA-T tratadas con vincristina y betanina solas y en combinacion. Las barras
representan el cien por ciento de cada grupo y sus secciones muestran a la distribucién del
ciclo celular de las células. Los resultados de los tres experimentos independientes por
duplicado se promediaron para realizar la grafica apilada y en la tabla se muestran los
promedios correspondientes, asi como su desviacion estandar.

En los resultados del estudio de arresto celular que se indican en la figura 10, se
observa que la combinacion propuesta de betanina mas vincristina tiene mayor
cantidad de células en la fase sub GO/G1, lo que indica células en proceso
apoptaotico; esto corresponde con los resultados del marcaje con anexina V e ioduro
de propidio. Con el uso combinado también incrementa la cantidad de células en la

fase G2/M en comparacion al grupo control (sin tratamiento).
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8. DISCUSION

La leucemia linfoblastica aguda tipo T se caracteriza por presentar resistencia a los
farmacos que conforman la quimioterapia y que el uso intensivo y prolongado de los
antineoplasicos, provoque efectos adversos considerables. Es por ello, que, en el
presente trabajo, se estudio el efecto antiproliferativo de la betanina y el efecto
coadyuvante con vincristina en células de LLA-T. En primera estancia, se analizo el
efecto de la betanina, asi como de vincristina en la inhibicion de la proliferacion de
las células de LLA-T, mediante las curvas concentracion-respuesta, para determinar

las concentraciones inhibitorias a utilizar en los experimentos.

La concentracion propuesta de betanina 91.84 uM, difiere con la utilizada por
Sreekanth y colaboradores en 2007, la cual fue de 40 uM de betanina en la linea
celular de leucemia mieloide créonica humana (K562). La diferencia se debe
principalmente a que las lineas celulares utilizadas son distintas a pesar de
pertenecer al linaje de las leucemias, por lo que las células tienen caracteristicas
diferentes, entre ellas, el grado de maduracion, la funcion relativa de las células, las
vias de sefalizacion alteradas y la presencia de transportadores que influyen en la
farmacodinamia del compuesto, lo cual, resulta en la susceptibilidad a los
tratamientos con betanina, siendo la LLA-T mas resistente (American Cancer
Society, 2014; Nowacki y col., 2015).

Las diferencias en las concentraciones utilizadas en los experimentos también
pueden asociarse a que en el estudio de Sreekanth y colaboradores (2007), los
estudios de citotoxidad fueron llevados a cabo mediante el ensayo de MTT, el cual
determina la actividad metabdlica de las células y en el presente trabajo, la inhibicién
de la proliferacion fue evaluada mediante el ensayo de exclusion de azul de tripano.
Otra razon por la que pueden diferir es que la betanina utilizada en los experimentos
de este proyecto, tiene una pureza el 95 — 105 % (Sigma Aldrich), mientras que la
utilizada por Sreekanth y colaboradores, fue obtenida del extracto de Opuntia ficus-

indica, pudiendo tener moléculas adicionales que interfieran con los resultados,
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potenciando o disminuyendo determinado efecto (Reddy y col. 2005; Nowacki y col.,
2015).

Con base en lo reportado, se propuso utilizar 275.5 pM de betanina ademas de 91.84
UM, para evaluar el efecto al aumentar la concentracion de betanina. Los resultados
del efecto antiproliferativo de la betanina con dicha concentracion en las células de
LLA-T, es comparable con lo reportado por Reddy y colaboradores en 2005, quienes
realizaron un estudio in vitro con el extracto de Beta vulgaris y lo evaluaron en
distintas lineas celulares: mama (MCF-7), colon (HCT-116), estomago (AGS),
sistema nervioso central (SF-268) y pulmoén (NCI-H460) en donde las CI50 oscilaron
entre 142 y 164 ug/mL que son equivalentes a 257 y 297 uM considerando que el
compuesto mayoritario es betanina (Nowacki y col., 2015). Reddy y colaboradores
atribuyen el efecto de inhibicién de la proliferacion por parte de la betanina debido a
su accion como antioxidante y anti-inflamatorio, lo cual se vio reflejado en los
resultados de los experimentos que incluyen la inhibicion de peroxidacion lipidica y la

inhibicion de las ciclooxigenasas (Reddy y col., 2005).

Por otra parte, en el analisis del efecto antiproliferativo de vincristina en células de
LLA-T, se determiné la concentracion inhibitoria propuesta de 30.61 nM lo cual, es
consistente con lo obtenido por Evangelisti y colaboradores en 2014, quienes
evaluaron la citotoxicidad de vincristina en dos lineas celulares de LLA-T (Molt-4 y
Jurkat), donde los resultados indican que hay disminucion de la viabilidad en un
rango de 1 y 100 nM de vincristina. De forma similar, Li y colaboradores en 2015,
estudiaron el efecto de la vincristina en células de LLA-T (CCRF-CEM y Jurkat) en un
rango de 1.3 a 10 nM de vincristina lo cual, difiere con el rango en el que se
encuentra la concentracion inhibitoria propuesta en este trabajo, pero esto puede
asociarse a que los experimentos de Li y colaboradores se realizaron durante 48
horas, y fueron evaluados mediante citometria de flujo. Con base en lo reportado,
también se propuso utilizar una concentracion inferior de vincristina con la
perspectiva de disminuir la dosis del farmaco y combinarla con betanina para evaluar

si habia efecto coadyuvante, siendo 10.20 nM.
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Con el objetivo de incrementar la validez de las concentraciones propuestas de
betanina para evaluar su efecto coadyuvante con vincristina, se determind su
citotoxicidad en células sanas de referencia, para ello se utilizaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés). Los resultados
indicaron que no hay diferencia estadistica hasta 300 UM de betanina respecto a las
células no tratadas lo cual, es consistente con el estudio reportado por Zielinska y
colaboradores en 2012, quienes reportaron que hasta 500 pM de betanina en
neutréfilos no hay efecto citotoxico. Los resultados de citotoxicidad de la betanina,
también son consistentes con lo reportado por Cho y colaboradores en 2017, quienes
evaluaron hasta 1816.63 pM de betanina en esplenocitos murinos observando que la

betanina no tuvo efectos citotoxicos respecto al control.

La betanina (EEC No. E-162) esta aprobada como colorante de alimentos por la
Unién Europea y por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en inglés) en los Estados Unidos. El efecto de la betanina depende del modelo
biolégico en el que se evalla su efecto, asi como de las concentraciones o dosis y
tiempos de exposicion. Ademas, debido a la ausencia de un estudio exhaustivo sobre
diversos mediadores celulares, la expresion geénica, la localizacion y estabilidad
intracelular, asi como la biotransformacion de la betanina, no se concluye con
certeza como la betanina protege a las células sanas y, por otra parte, regula

disfunciones fisioldgicas (Khan, 2016).

Al analizar la combinacion de betanina y vincristina en las células de LLA-T, los
resultados indicaron que hay un efecto coadyuvante concentracién-dependiente y
gue mejora al aumentar la concentracion de betanina y disminuir la concentracién de
vincristina. Estos resultados son consistentes con lo observado por Kapadia y
colaboradores en 2013, en el que hay un efecto sinérgico al combinar betanina y
doxorrubicina en lineas celulares de préostata, mama y pancreas (PC-3, MCF-7 y
PaCa). Kapadia y colaboradores, atribuyen el efecto antiproliferativo de betanina y
doxorrubicina a la similitud en la estructura molecular, por lo que sugieren que estén

actuando por el mismo mecanismo de accidon que, si bien para betanina no esta bien
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elucidado, para doxorrubicina sus efectos anticancerigenos se deben a que se

intercala con las bases del ADN e inhibe la funcion de la topoisomerasa | y Il.

Para determinar el efecto de betanina y vincristina en la apoptosis de las células de
LLA-T, se realizaron los tratamientos con las combinaciones y se analizaron por
citometria de flujo. Los resultados obtenidos después de 24 horas, indican que hay
diferencia estadistica respecto a la cantidad de células vivas al utilizar en conjunto
betanina y vincristina en comparacion al tratamiento solo con vincristina. Asi mismo,
la cantidad de células en apoptosis temprana es mayor con el tratamiento combinado
que con el farmaco solo. Los efectos apoptoticos pueden estar relacionados a la
accion de la betanina, que induce la liberacién de citocromo c en el citosol, la incision
de la poli-ADP-ribosa (PARP), la regulacion negativa Bcl-2 y la reduccién en los
potenciales de membrana (Sreekanth y col., 2007). Por otra parte, la vincristina
detiene a la célula durante la mitosis debido a que interrumpe la dindmica de los
microtUbulos, lo que puede inducir apoptosis (Egbelakin y col., 2011). Este es el
primer reporte publicado en que la betanina y la vincristina se evallan en conjunto y
se compara con sus efectos individuales respecto a la induccidon de apoptosis en

células de LLA-T mediante citometria de flujo.

También se evalud el efecto de la betanina y la vincristina en la induccion al arresto
celular de las células de LLA-T. Los resultados obtenidos indican que en el
tratamiento con 10.20 nM de vincristina hay mayor proporcion de células en fase
G2/M, lo que puede deberse al mecanismo de accidén ejercido por este agente
antimicrotibulos, que actia al detener a la célula durante el proceso mitético,
enviandola a apoptosis (Mora y col., 2016). Por otra parte, la vincristina induce
distintos programas de muerte en células de LLA dependiendo de la fase del ciclo
celular en la que se encuentren y de la concentracion empleada en el tratamiento
(Sarris y col., 2000; Kothari y col., 2016).

Con lo que respecta al tratamiento de las células de LLA-T con betanina, las
proporciones en las fases del ciclo celular no difieren con el grupo control. Estos

resultados no son consistentes a lo reportado por Sreekanth y colaboradores en
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2007, donde el tratamiento con betanina en células de leucemia mieloide cronica
(K562) aumenta la cantidad de células en fase GO/G1 en comparacién con el control.
Las diferencias pueden deberse a las caracteristicas de las células K562 y las
células de LLA-T como maduracion, funcion parcial o nula, asi como las
caracteristicas citogenéticas que determinan la susceptibilidad los tratamientos

(Norwood y col., 2004; American Cancer Society, 2014).

Al evaluar el tratamiento combinado de betanina y vincristina en las células de LLA-T
y determinar el arresto en el ciclo celular, la mayor proporcién de células se ubican
en la fase G2/M, pero se nota una distribucibn combinada de los compuestos
individuales, lo que sugiere que tanto la betanina como la vincristina, estan
ejerciendo accion a traves de diferentes vias y que las células se estan deteniendo
en las distintas fases del ciclo celular. La distribucion de las células en las distintas
fases, pueden deberse a que ademas de interrumpir el ensamble de los
microtubulos, la vincristina estimula la accion de p53, proteina que activa quinasas
dependientes de ciclinas asociadas a la detencion del ciclo celular (Pathan y col.,
2001; Blagosklonny, 2002) y, por otra parte, aunque no se sabe como la betanina
arresta a las células en el ciclo celular, su mecanismo puede estar asociado a la
inhibicién de la funcién de complejos que estan activos en GO/G1 (Sreekanth y col.,
2007).

Cabe mencionar, que el uso de antioxidantes durante la quimioterapia es
controversial, debido a que una gran cantidad de farmacos utilizados en los
protocolos, eliminan a las células cancerigenas por la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles) y los antioxidantes neutralizan
este efecto. Sin embargo, la propuesta del uso combinado depende del antioxidante
propuesto, el antineoplasico, las caracteristicas de células cancerigenas, la fase del
tratamiento, asi como las concentraciones empleadas (Saeidnia y Abdollahi, 2013;
Glasauer y Chandel, 2014; Tong y col., 2015).
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, indican que el uso
de betanina como coadyuvante en el tratamiento in vitro de las células de LLA-T

permite disminuir la dosis de vincristina y potenciar el efecto antiproliferativo.
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9. CONCLUSION

La necesidad de proponer alternativas en los protocolos de atencion de la leucemia
linfoblastica aguda tipo T, se debe a los efectos adversos que provocan los farmacos
gue son parte de la quimioterapia. En el presente trabajo se determind el efecto
antiproliferativo de betanina en células Jurkat de LLA-T, asi como su efecto
coadyuvante con vincristina, farmaco utilizado en tratamiento de dicho tipo de cancer

el cual, se asocia con neurotoxicidad.

El uso de betanina potencié el efecto antiproliferativo de vincristina de manera
concentracion-dependiente en las células de LLA-T. Por otra parte, los resultados
indicaron que el uso combinado de betanina mas vincristina disminuye la cantidad de
células vivas e induce la apoptosis temprana. Asi mismo, el tratamiento con ambos
compuestos, induce el arresto de las células en las distintas fases del ciclo celular,
por lo que se propone que, estan actuando a través de diferentes mecanismos para

detener las células de cancer y promover su muerte.

El presente trabajo de investigacion es el primero en reportar el uso combinado de
betanina y vincristina y da la pauta para continuar con el estudio de los mecanismos
de interaccion de dichos compuestos con la perspectiva de proponer alternativas en
el tratamiento del cancer y disminuir los efectos adversos que provoca el proceso de

quimioterapia.
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ANEXO

Consentimiento informado para la participacion en el estudio del efecto
citotéxico de la betanina en células mononucleares sanas de sangre periférica
(PBMC, por sus siglas en inglés).

Introduccién

La leucemia es el cancer mas comun en nifios y adolescentes y representa un tercio
de incidencia a nivel mundial. Hay distintos tipos de leucemia, dependiendo de su
progresividad respecto al tiempo y el linaje celular afectado; la leucemia linfoblastica
aguda tipo T (LLA-T) tiene una incidencia del 15 % sin embargo, se caracteriza por
su resistencia a farmacos, debido a la presencia de varias alteraciones citogenéticas.
La quimioterapia es el principal protocolo de atencion de la LLA-T y la vincristina es
uno de los principales antineoplasicos que se utilizan, sin embargo, su uso esta
asociado a efectos adversos como neuropatia periférica. Debido a que la LLA-T se
caracteriza por la resistencia a la quimioterapia y requiere de protocolos intensivos
de administracion de los farmacos, las investigaciones se centran en buscar
alternativas que coadyuven al tratamiento y ayuden a disminuir los efectos

colaterales.

Objetivo

El objetivo de este trabajo de investigacion es evaluar el efecto antiproliferativo de
betanina sola y en combinacién con vincristina, en células de leucemia linfoblastica
aguda tipo T (LLA-T), determinar su posible mecanismo asociado a apoptosis y
arresto celular y verificar su inocuidad en células sanas a las concentraciones

propuestas en los experimentos.
Procedimiento

El Quimico Clinico responsable, tomara la muestra de sangre periférica de la vena
media del brazo izquierdo o derecho. Para dicho 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, enseguida se introducira el tubo para
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muestra sanguinea color morado que contiene EDTA, se retirara el torniquete y se
esperara a que el tubo este lleno a un 80 % de su capacidad. Posteriormente, se
retirara el vacutainer, se colocara una torunda de alcohol en el area en donde se
insertd la aguja y se pedira al participante voluntario que mantenga doblado el brazo
por unos minutos para evitar hemorragia y se podra desechar el algodén en el

recipiente adecuado.
Efectos adversos y molestias

El participante voluntario no sufrirh eventos adversos al donar sangre periférica,
debido a las condiciones de asepsia y de seguridad, asi como a la cantidad que va a
extraerse. Las molestias son minimas y solo son causadas por insertar la aguja en la
vena media del brazo, lo cual, es minimamente invasivo y dura unos pocos
segundos. También puede presentarse un pequefilo hematoma en la zona, sin

embargo, en la mayoria de los casos no se provoca.
Beneficios de la donacién de sangre periférica para el presente estudio

El participante voluntario no asumira ningln costo por su participacién y todo lo
necesario para realizar la toma de muestra sera proporcionado por la investigadora y
el responsable Quimico Clinico. Por otra parte, se contribuye a la investigacion del
efecto citotdxico de la betanina en células sanguineas para determinar su propuesta

en el tratamiento de la LLA-T.
Confidencialidad

Los datos recabados en el estudio se manejaran bajo los criterios de confidencialidad

gue dictaminan las normas mexicanas.
Informacidn de contacto

Investigador responsable: Dra. Maria Guadalupe Garcia Alcocer
Unidad de Investigacion Genética

Facultad de Quimica, Universidad Autbnoma de Querétaro
e-mail: guadalugar@yahoo.com.mx

Tel. (01 442) 1 92 12 00 Ext. 5528
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARTICIPANTE

NOMBRE DEL PARTICIPANTE

Domicilio

N° telefénico
Firma del participante Fecha
TESTIGO 1

Nombre del Testigo

Domicilio

N° telefénico
‘Firma del Testigo Fecha
TESTIGO 2

‘Nombre del Testigo
Domicilio

N° telefdnico

_Firma del Testigo Fecha

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Yo o mi representante hemos discutido con el participante la naturaleza y propdsito del estudio, asi
como los posibles riesgos y beneficios de su participacion. Considero que el participante ha recibido
la informacién completa con un lenguaje comprensible y apropiado, ademas de haberle contestado
sus dudas.

Nombre del investigador o representante

Firma del investigador

Fecha de lafirma
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido informado(a) con entera satisfaccién y se me ha dado la oportunidad de realizar preguntas
sobre el proyecto. Declaro que mi participacion es voluntariay que tengo el derecho de no aceptar ser
parte del estudio. Entiendo el objetivo de lainvestigacidn y que mis datos serdn manejados con tota
confidencialidad. Asi mismo, se me otorgado una copia de este consentimiento.

Libremente y sin ninguna presidn, 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 Firmay Fecha

Domicilio del testigo 2
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