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Resumen

Las“leucemias mieloides y las talasemias representan un importante problema
de~salud debido a que estas patologias se caracterizan por que afectan
directamente la diferenciacion terminal de los eritrocitos, desencadenando en
sintomatelegias como fatiga, anemias, dificultad para respirar, hematomas,
palidez, pérdida de peso o sangrado, y en sus casos mas graves la muerte. Se
ha reportado que‘el,uso de altas concentraciones del farmaco antiviral ribavirina
(>50 pM) inducea\diferenciacion terminal de células mieloides inmaduras a
eritrocitos e incrementa la hemoglobina fetal, sin embargo, se desconoce el
mecanismo de acciéntvinculado con este efecto. En este contexto, se propuso
como obijetivo evaluar la participacion de las vias MAPK y AKT, asi como de la
actividad de la proteina elF4E(4E), sobre la diferenciacion eritroide de las células
K562 inducida por el tratamientoscon ribavirina. Para ello, se empleé ribavirina
(50 puM) en un modelo con células’eritroleucemicas K562, a las cuales se les
realizd la caracterizacion cualitativa y semicuantitativamente de células
diferenciadas con ribavirina mediante tincion con bencidina, microscopia oOptica
y espectrofotometria. Se estimdlaviabilidad celular a través del ensayo XTT. Se
identificaron las fases del ciclo celular pof tiacidon con yoduro de propidio y
citometria de flujo. Por ultimo, se analizd la expresion de marcadores y rutas de
diferenciacion por RT-PCR y western_blot. De” acuerdo con los resultados,
ribavirina demostré ser inductor de la diferenciacién eritroide (max. 98%) y
promotor de la sintesis de hemoglobina fetal en concentraciones menores a 50
UM a través del aumento de la expresion de genes y proteinas como HB-B, HB-
G, KLF1, TAL1, GATA-1; también redujo la expresion de factores que inhiben la
maduracion eritroide como GATA-2 y FAM122. Ademas, ‘sé registrO una
regulacion a la baja de la fosforilacion de las proteinas de la viasMAPK / AKT
como también de 4E. Finalmente podemos concluir que la concentracionsde 30
UM de ribavirina es la Optima para promover la diferenciacion eritroide, la-sintesis
de hemoglobina, la disminucion de la viabilidad celular y la reduccion‘dela
proliferacion. La disminucion de la fosforilacion de 4E sugiere una posible

regulacion de la traduccion de los factores que regulan de manera negativa a la
diferenciacion eritroide (GATA-2, FAM122).
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1. Introduccioén

La eritropoyesis es el proceso por el cual se generan las células eritrociticas
encargadas del transporte de oxigeno a los tejidos (1). Este mecanismo forma
parte de la hematopoyesis, un proceso encargado del desarrollo, diferenciacién
y maduracién, de los elementos de la sangre (eritrocitos, leucocitos, linfocitos y
plaguetas) (2)... La eritropoyesis se lleva a cabo de manera gradual,
identificAndose-estadios celulares intermedios entre la célula madre y el eritrocito
maduro (3). Esta diferenciacion progresiva esta controlada a nivel molecular por
factores de crecimiento.y hormonas (eritropoyetina), quienes activan diferentes
vias de sefalizacion a'través de la expresion de factores de transcripcion
eritroides (4). Esta regulacion se puede afectar en cualquier punto del proceso,
dando lugar a diferentes patologias como las talasemias, la anemia de células
falciformes, la leucemia mieloide yla policitemia vera (5,6).

Las enfermedades hematoldgicas como la leucemia mieloide cronica (LMC) y las
talasemias, son enfermedades neoplasieas en las cuales la principal linea celular
afectada es eritroide, lo que ‘promueve’ guie dichas células se queden en un
estado indiferenciado, reduciendo-su-capacidad de sintetizar hemoglobina adulta
(7). Las hemoglobinopatias representan un importante problema de salud al
registrarse hasta en un 71% de los 229 paises considerados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (8). Cada afio hacen mas‘de-330 000 nifios afectados
(83% con anemia de células falciformes y 17% con talaSemias) causando el 3,4%
de las defunciones entre nifios menores de 5 afios,(9). Actualmente el
tratamiento para la LMC se basa en el uso de farmacos que(pravocan apoptosis
y agentes (E.g: anticuerpos y farmacos) que buscan disminuir la‘actividad de los
receptores tirosina cinasa, teniendo como principal desventaja~que en su
mayoria suelen generar efectos adversos muy notorios y con el tiempo\producen

resistencia farmacologica (10).

Por otra parte, los tratamientos para las talasemias incluyen el trasplante de
medula 6sea, la terapia génica, o de uso mas comun, la transfusion de globulos
rojos, lo que resulta de muy dificil acceso para los pacientes debido a la baja
cantidad de donadores, los problemas de compatibilidad, las reacciones inmunes

y el riesgo de infecciones (10).
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Ante esta problemética se esta investigando el uso de nuevas terapias con
compuestos capaces de promover la diferenciacion de las células inmaduras
generadas en las LMC y que favorezcan la sintesis de las cadenas de
hemoglobina para compensar los efectos de las talasemias (7). Se ha reportado
que la 1-[(2R,3R,4S,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil) oxolan-2-il]-1,2,4-triazol-3-
carboxamida, conocido como ribavirina (RB) es farmaco antiviral empleado en el
tratamiento de diversas enfermedades virales. Se ha propuesto que uso puede
inducir la diferenciacion de células mieloides inmaduras a eritrocitos e
incrementa la hemoglebina fetal (4,11). Sin embargo para alcanzar este objetivo
se han empleado altas“concentraciones (>50 uM), lo cual reduce su posible
aplicacion. Ademas de que el mecanismo de accién responsable de esta
actividad se desconoce por _ecompleto. La ribavirina también ha demostrado
activar las vias apoptoticas de lineas celulares como K562 y HepG2 (12).

En este contexto, el presente trabajo evalué el potencial de la Rb como inductor
de la diferenciacion eritroide, de la sintesis de hemoglobina y de la inhibicion de
la viabilidad celular usandofeomo modelo in vitro la linea celular leucémica
humana K562, empleadas canvfrecuencia para estudiar los mecanismos
moleculares que regulan la expresion de genes-de la globina humana, asi como
para determinar el potencial terapéutico’'de nuéves,compuestos diferenciadores
de células eritroides (10). Ademas, se investigo lagparticipacion las rutas MAPK

y AKT en la regulacion de la actividad de la proteina 4E, asi como el efecto sobre

los genes que participan en la diferenciacion eritroide.
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2. Marco tedrico

2 4. Hematopoyesis

En el cuerpo de una persona adulta diariamente se producen mas de un millén
de células maduras por segundo, esto para compensar las células que se
pierden demanera fisioldgica, con el objetivo de mantener la homeostasis en el
organismo (13)~ A este proceso encargado del desarrollo, diferenciacion y
maduracion de as células de la sangre (globulos rojos, glébulos blancos,
plaguetas) se le canoce como hematopoyesis. En el adulto, el proceso inicia en
la medula 6sea, en la'cual residen las células madre hematopoyéticas (HSC, del
inglés: hematopoietic stem cells), células pluripotenciales que pueden generar
distintos linajes celulares en condiciones adecuadas y en presencia de diversos
factores de diferenciacion (14):./El linaje mieloide se encarga del desarrollo de
los eritrocitos o glébulos rojos; que-tienen la funcion de transportar el oxigeno y
el dioxido de carbono desde los pulmones a los tejidos y viceversa; ademas de
las plaquetas, cuya funcion.se relaciona.principalmente con la hemostasia y la
respuesta inmune, entre otras..Rer otro lado, se encuentra el linaje linfoide
encargado del desarrollo de los linfocitos By T y<células Natural Killers, los cuales

estan relacionados con la respuestasinmunoldgica del huésped (15).

Las HSCs se dividen por mitosis para mantener la reserva de células madre y a
partir de ellas, algunas células se diferenciaran en celttas progenitoras de cada
uno de los linajes celulares, mediante el control transcripcional de genes
especificos de cada linaje (15). Por lo tanto, en respuesta a sefiales de
diferenciacion, las HSCs se diferencian hacia progenitores multipotentes (PMP)
qgue corresponden al 0.5% del total de las células de la médula.0Sea, las cuales
han perdido su capacidad de autorrenovacion, pero conservanssu ‘potencial

proliferativo.

Los PMP presentan patrones de expresion de marcadores celulares, muy
particulares de acuerdo con el linaje que pertenece. Estas caracteristicas les
permiten responder a estimulos especificos para posteriormente diferenciarse-a
progenitores oligopotentes comprometidos con linajes especificos ya sea linfoide

o mieloide (figura 1). Estas células mantienen una alta capacidad proliferativa y

constituyen >90% de las células hematopoyéticas residentes (1).
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Figura 1. Modelo jerarquicardeda hematopoyesis. Creado en BioRender.com.

Estos progenitores oligopotentes.dan lugar a todas las células efectoras del
sistema hematopoyético, comd los ‘progenitores linfoides comunes (PLC) que
posteriormente dan origen a“1os prolinfogito T, prolinfocito B, prolinfocito NK y
células prolinfociticas innatas (Pro-CLI) finalmente originando células linfocito T,
linfocito B, linfocito NK y linfociticas innatas, atrayés del proceso conocido como
linfopoyesis (figura 2). Por otra parte, los_progenitores mieloides comunes (PMC)
dan origen a los progenitores eritroide-megacariocitico (PEM) que a su vez se
diferencian a unidades formadoras de brotes eritroides (UFB-E) y células
formadoras de brotes megacariociticos (CFB-Meg), para“generar eritrocitos y
plaquetas. Adicionalmente, los PMC también generan los progenitores granulo-
monocito (PGM) que dan origen a las unidades formadoras de colonias
mielociticas (UFM-M) y las unidades formadoras de colonias granulociticas
(UFC-G), dando como producto final los macréfagos y* granulocitos
respectivamente (figura 3). En resumen, la hematopoyesis se regula desmanera
precisa con el propdsito de: 1) mantener un fondo comun disponible desHSCs,
2) regular la asignacion, proliferacion y diferenciacion de las células en todasilas

etapas de cada via y 3) modular la actividad de cada via en respuesta a las

demandas fisiologicas (16).

+ iThenticate Pagina 22 de 111 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid: 435



Progeniior linfoide
comun

N

@ :

Prolinfosito T Prolinfocito B Prolinfocito NK Células
prolinfoides

l l l innatas (Pro-CLI)

!

of Y

A >
v v,
£ SN g
) % i Ceélulas linfoides
Linfocito T Linfoeito B Linfocito NK innatas (CLI)

Figura 2. Linfopoyesis=Creado en BioRender.com.

2.2. Eritropoyesis

El modelo cominmente usado para_explicar la eritropoyesis se basa en la
existencia de PMP. Esta célula da lugar'al PMC (figura 3), el cual dara lugar, a
su vez, al PEM (16). En este modelo clasico, la\eritropoyesis se basa en la
diferenciacion progresiva de progenitores hematopoyéticos cada vez mas
restringidos hacia el linaje eritroide por los patrones de eXpresion génica (17).

Los progenitores eritroides mas primitivos son denominados UFB-E, las cuales
mantienen una alta tasa de proliferacion en respuesta a citocinas, mientras que
los progenitores eritroides mas diferenciados, denominades ‘unidades
formadoras de colonias eritroides (UFC-E), poseen menor " capacidad
proliferativa, pero mantienen la capacidad para formar colonias en-medios
semisolidos (18). Estos progenitores dan lugar a precursores eritroides, camo.el
proeritroblasto (PE), que se diferenciaran posteriormente a eritroblasto basofilo
(EB), eritroblasto policromatofilico (EPC) y eritroblasto ortocromatico (EO), que

finalmente al enuclearse, dara lugar al reticulocito (Ret) y finalmente al eritrocito

(figura 3). Estos precursores muestran una reduccion progresiva de tamafio
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celular y nuclear, al mismo tiempo inician la produccion de proteinas necesarias

parasla sintesis de hemoglobina (18).
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Figura 3. Eritropoyesis. Creado en BioRender.com.

Se ha descrito que el PE sufre’ tres-mitosisy"que genera sucesivamente dos EB,
cuatro EPC, ocho EO y 16 Ret, que.diferencian en 16 eritrocitos. Los eritrocitos
maduros contienen una red citoesquelética especializada unida a la membrana
plasmatica, lo que les confiere la capacidad de soportar grandes deformaciones
sin perder su integridad estructural, y+le confiere”_su forma de disco oval

biconcavo (18).

2.3. Hemoglobina

La principal funcion que cumplen los eritrocitos es el transporte de,oxigeno y
diéxido de carbono, esto lo realiza con ayuda de la hemoglobina; siendo estas
células las Unicas capaces de producirla. La hemoglobina adulta es unrtettamero
formado por dos globinas alfa (a) y dos globinas beta (8) unidas a up~anillo
porfirinico que contiene hierro, denominado grupo hemo (4). En el ser humano
se pueden encontrar 6 tipos de hemoglobinas a lo largo del desarrollo (figura'4):
las hemoglobinas embrionarias gower | (2 globinas C y ¢€), portland (2 globinas C
y Y), gower Il (2 globinas a y €), la hemoglobina fetal (2 globinas ay y) y la

hemoglobina adulta 1 (globinas a y B) y 2 (2 globinas a y 8). Para regular la
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sintesis de hemoglobina existen diferentes genes que controlan la expresion de
las globinas dependiendo de la etapa del desarrollo del organismo. Inicialmente
en_la”etapa embrionaria y fetal donde ocurre la eritropoyesis primitiva, se
expresan los genes de las globinas ¢ (HB-Z) y a (HB-A), los cuales se encuentran
en el cromosoma 16, ademas de las globinas € (HB-E) y y (HB-G) localizados en
el cromosama 11. A partir del nacimiento se presenta el cambio de expresion de
globinas fetalesra las globinas adultas, en las cuales los genes implicados son:
HB-A 1-2, globina B.(HB-B) y globina & (HB-D), marcando asi el comienzo de la
eritropoyesis definitiva.(18).

Hemoglobinas
Gower | Portiand GowXTt Adulta 1 Adulta 2
1 - 72 semana de gesta

¥ ¥

Globina T Globina e Globmna y Slobinaa Globina B8 Globina &

Figura 4. Hemoglobinas. Creado en BioRender.com.

Respecto a los mecanismos de control de este proceso, se ha descrito
recientemente que el gen KLF1 juega un papel fundamental e€h,la regulacion del
cambio entre la expresion de hemoglobina fetal y adulta, tantg“en la activacion
directa de la globina 3, como en la represién indirecta de la expresion:del gen de
la globina y mediante la regulacion de BCL11A (19). Se sabe que BCL11A se
une al promotor del gen de la globina 3, aunque es desconocido el mecanismo
exacto implicado en el silenciamiento de la expresion de la hemoglobina,fetal
(15). La importancia de entender las bases moleculares del cambio de la
hemoglobina fetal a la adulta de debe al disefio de posibles esquemas

terapéuticos. Existe evidencia clinica que vincula la produccion de hemoglobina

fetal con la reduccion de la gravedad de las hemoglobinopatias como la beta
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talasemia, la anemia de células falciformes y en el tratamiento de las leucemias
mieloides (10).

2.4. _Regulacion de la eritropoyesis

La eritropoyesis estd altamente regulada por diferentes factores que se
diferencian per-el sitio de accion, ya sea a nivel extracelular como los factores de
crecimiento o a’nivel intracelular como son los factores de transcripcion. En los

siguientes apartados-abordaremos cada uno de ellos.

2.4.1. Factores extracelulares

Los factores extracelulares que, participan en la regulacién de la eritropoyesis
constan de varias citocinas quesactuan de manera conjunta. Tal es el caso del
factor de células madre (SCF, deMnglés: Stem cell factor), el cual se une al
receptor c-KIT, que es un receptor con actividad tirosina cinasa y requiere de la
accion sinérgica de las interleucinas (IL) 3; 6 y la eritropoyetina (Epo). El SCF en
combinacion con Epo aumenta. ‘el, nUmerorsde células precursoras eritroides
generadas a partir de células PMP_primitivas~y-permite que los precursores
respondan a niveles de Epo que son demasiado bajos para provocar una
respuesta en ausencia de SCF (20). Ademas, SCF puede fosforilar
indirectamente al receptor de Epo a traves del receptor ¢-KIT (18). Siendo asi la
Epo el principal regulador a nivel extracelular de la eritropoeyesis. Ya que la Epo
estimula la eritropoyesis, promueve la supervivencia, proliferacion y
diferenciacion terminal de los UFC-E y eritroblastos (4). La“sintesis de Epo se
regula por los niveles de oxigeno tisular, proceso en el que cumple un rol
primordial el factor de transcripcion HIF-2 (factor inducible por hipoxia-2), que
regula la expresion de los genes implicados en la eritropoyesis en respuesta a
los cambios en la presion parcial de oxigeno. En el humano, el 85-90%.de la
hormona se forma en el rifion, en el endotelio de los capilares situados alrededor
de los canales nefriticos y el 10- 15% en el higado, siendo este ultimo el sitio
predominante durante la vida fetal. Una vez sintetizada, la Epo circula hasta la

meédula 6sea donde cumple su funcion como "factor de crecimiento” sobre sus

células objetivo (21).
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Cuando la Epo llega a la médula 6sea, su accion es mediada por la unién a su
receptor (EpoR) localizado en la membrana celular, lo que desencadena una
cascada de sefales que termina en la regulacion de la transcripcion de genes
especificos del linaje eritroide. EI mecanismo de sefializacion del complejo
Epo/EpoR depende principalmente de la activacion de dos familias de proteinas
cinasas intracelulares acopladas al EpoR, conocidas como Janus cinasas (JAKS)
y la traduccion~de la sefial a través de las proteinas activadores de la
transcripcion STAT-5 (por su siglas en ingles signal transducers and activators
of transcription) (21). ka formacion del complejo Epo/EpoR recluta a la proteina
JAK2 para la transfosferila. de los ocho residuos de tirosina que se encuentran
en el dominio distal citoplasmatico del EpoR. La fosforilacion de estos residuos
de tirosina provee los sitio§ de unién para las proteinas STAT5, ademas de la
activacion de la proteinas fosfatidiliositol 3-cinasa (PI3K) y de la proteina cinasa
activada por mitogeno (MAPK)(figura 5) (22). La via de PI3K/AKT esta
relacionada con la supervivencia celular, inhibiendo la translocacién del factor de
transcripcion FOXO3a mediante la fosforilacion. Esto genera la disminucion de
la transcripcion de los genéscdianady~de sus productos de expresion,
normalmente activados por FOXO3a, entresellos la proteina que controla la

transicion del ciclo celular p27kiPl (23),

En la via llamada JAK-STAT, de los diezs-miembros™de la familia de STAT, que
actuan como factores de transcripcion activados#por dimerizacion tras la
fosforilacién de las tirosina, solo las isoformas STA¥5a.y STAT5b son las
activadas por el complejo Epo-EpoR. Uno de los genes controlados por STATS
es la proteina antiapoptotica BCL-xL, la cual promueve la sup€rvivencia de las
células mieloides primitivas. Aunque se conoce gue la activacién de,STAT5 por
Epo es necesaria para la eritropoyesis, los mecanismo por los cuales se generan
los cambios en los patrones de expresion eritroides no se conocen percompleto
(24). Estudios recientes identificaron los lugares de union de STAT5"s0bre la
cromatina en mas de 300 localizaciones gendmicas, concretamente regiones

promotoras distales, ocupadas también por otros factores de transcripcion como

GATA-1, KLF1 y TAL1, denominados reguladores maestros de la diferenciacion
eritroide (24).

+ iThenticate Pagina 27 de 111 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:

+ iThenticate Pagina 27 de 111 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:579938435



La via Ras/Raf/MAPK es también activada por el EpoR, inicialmente las
proteinas adaptadoras como Grb2 pueden reconocer los dominios SH2 como
Shc,~que a su vez reclutan factores de intercambio de nucleétidos de guanina
(GEF; porsus siglas en inglés, guanine nucleotide exchange factor) como SOS
0 CDC25'en la membrana celular. Los GEF poseen la capacidad de interactuar
con las proteinas Ras en la membrana celular para promover un cambio
conformacional¢y el intercambio de guanosin difosfato (GDP) por guanosin
trifosfato (GTP)#para activar los demas miembros de esta via Ras/Raf/MAPK
(Figura 5). La fumCién de esta via es transducir sefiales desde el medio
extracelular al nucleo donde se activan genes especificos para el crecimiento,

division y diferenciacion celular (25).

EPOr

L 2-2- 2 2 2-X-2 2 oooooooooc-boc«aeoocwoaﬁ 01
{mmal

M b
VOPDOLCOOODOODODD x--:-::-omoooé‘eamowm:«*

EPOr

L A 4 4 4 o -2 0 o 4 24 4 o 4 o o 2 2 o 4 2 2 4 4 & 4 o

POODODVDOIODDPODPOOODOODOODDOVOODOD

—{P)
JAK2 |
N
) N
NG C\ N

Y_® Lo SHP 1/2
( FOX03a ) ; (P
—— (ERK 1/2)
\ STATS |
\ (ERK 1/23 ®—®
bl STATS
p27
~ 1 +
~
R TRANCRIPCION CELULAR
S
~
S

| ciclo ceLuar

Figura 5. Vias de sefalizacion activadas por eritropoyetina. Modificado de “Eritropoyetinagcomo
agente eritropoyético y no eritropoyético: consideraciones terapéuticas”, elaborado por Vittori D

y colaboradores (21).

Una importante caracteristica de la sefalizacion mediada por Epo es la

naturaleza transitoria de su activacion, dado que los procesos de fosforilacion
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son mecanismos postraduccionales inducidos por la activacion del EpoR, la
desfosforilacion es necesaria para su desactivacion. La desfosforilacion del
receptor se lleva a cabo por la fosfatasa SHP-1, que se une a través de su
dominie” SH2 a las tirosinas fosforiladas (4). SHP-1 también participa en la
inhibicion” de la actividad de JAK2. Otro mecanismo de desactivacion esta
mediado ponlas proteinas fosfatasas de la familia SOCS (del inglés: Suppressor
of cytokine signaling): SOCS-1, CIS, y SOCS-3 son activadas por los factores de
transcripcion STAT. tras la estimulacion por la Epo. Estas proteinas inhiben
directamente JAK2_a, través de su unién al dominio cinasa, iniciando la
degradacion proteosomal mediada por ubiquitina. Por altimo, otro mecanismo de
desfosforilacién son las proteinas tirosina-fosfatasas (PTP; del inglés, protein
tyrosine phosphatase), las cuales catalizan la desfosforilacion de residuos
tirosina. En particular, PTP1Binduce una retroalimentacion negativa, modulando

de esta forma la sefalizacion activada por la interaccion Epo/EpoR (21).

La proteina de matriz extracelular fibronectina también es importante para la
eritropoyesis; la fibronectina=y-la Epo segulan la proliferaciéon eritroide en
diferentes etapas de desarrolla.\Durante el.primer dia de cultivo, las UFC-E
experimentan 2 divisiones, regulan positivamente el receptor de transferrina y
comienzan la expresion de Terl19 y(varios cieéntos de otros genes importantes
para el linaje eritroide. Esta etapa requiere Epo, pero es independiente de la
fibronectina. Durante el segundo dia, hay 2 o 3 divisiones celulares rapidas con
ausencia de las fases G1 y G2; estando la mayoria dedas.células en fases S o
M. Posteriormente se presenta una represion completa dé toda la transcripcion
de genes, condensacion de cromatina, condensacion nucleatry enucleacion. La
adhesion a la fibronectina, sin presencia de Epo, es fundamentat para las Gltimas
divisiones celulares terminales y favorecer la enucleacién. Las integrinas a4, a5
y B1 se expresan principalmente en progenitores eritroides. Los fragmentos de
fibronectina se acoplan a 0431 (pero no a a5p1) la integrina apoya la proliferacion
terminal normal. En ausencia de fibronectina, una fraccion de los eritroblastes
cultivados enuclea, pero estos generan "reticulocitos" mas grandes de lo normal
(26). Se considera que esto podria estar relacionado con las anemias

macrociticas en las que se producen globulos rojos grandes y pobremente

hemoglobinizados. En conjunto, estos datos sugieren un modelo de 2 fases para
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el factor de crecimiento y la regulaciébn de la matriz extracelular de la
eritropoyesis, con una fase temprana independiente de integrina dependiente de
Epo,sseguida de una fase dependiente de integrina a41 independiente de Epo
(26).

2.4.2.Contral transcripcional de la eritropoyesis

La regulacion de la expresion génica es un importante mecanismo de control de
la diferenciacion eritroide. STAT5 y otros reguladores transcripcionales
dependientes de la Epo, activan la expresion de genes como GATA-2, GATA-1,
FOG, TAL1L, LDB1, LMO2, PU1, y GFI-1B (26). Estos reguladores maestros se
encuentran organizados ‘ensdiversas combinaciones de complejos proteicos,
como el complejo de remodéelacion de nucleosomas (NuRD) o el transbordador
eritroide de remodelacién nuclear (NUSERY) (27). Existen otros reguladores
transcripcionales, como BCL11AY KLF1, que participan en la transicion de las
globinas HB-G a las globipas HB-B. Sin embargo, en la actualidad, los
mecanismos mediante los ‘cuales los\distintos complejos interactian para
reprimir o activar la expresion de‘determinados genes no se conocen a detalle
(26). Estos reguladores conocidos cemo factores de transcripcion se unen a
secuencias promotoras o potenciadoras,_“enhancer” que inician y regulan la
transcripcion de genes como el de las globinas y la @nucleacion de los eritrocitos,
(24). Por tal motivo, se considera que forman parte de.una red eritroide central
(REC). Esta red esta formada por los factores de transcripciéon como: GATA-1,
TAL1, KLF1, LDB1y LMO2. A través de modelos murinos se ha demostrado que
la ausencia de estos factores conlleva a graves defectos en la efitropoyesis con
letalidad embrionaria. En humanos, la presencia de mutaciones en los factores
GATA-1 o KLF1 resulta en multiples fenotipos que provoca el desarrollo de

leucemias y talasemias (18).

Otros proteinas necesarias para el desarrollo eritroide incluyen: FOG1 (2'7)y NF-
E2 (28), Gfilb (29), ETO2 (30), TAF10 (31), MYB (32) y ZNF148/ZBP89 (33);

ademas de resaltar la participacion de otros proteinas que podrian intervenir en

la regulacién de la transcripcion, como es el caso de elF4E (34).
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Otros factores que se estan tomando importancia en la eritropoyesis son los
ARNs no codificantes (ARNNc), principalmente los microRNAs (miRNA) ver
figura”6. Se han identificado que los miR-144 y 451 aumentan su expresion
durante‘las uUltimas etapas de la diferenciacion eritroide. De igual manera, se ha
descrito gue el locus murino miR-144/451 esta regulado positivamente por la
expresion [de’ GATA-1 (35). Por otra parte, se sabe que los miARNs pueden
regular negativamente la eritropoyesis terminal, como es el caso de miR-150; el
cual suprime la heémoglobinizacion en los reticulocitos y el marcaje con CD235a
(glicoforina A), mediante el control del gen EPB41 en la membrana de los
glébulos rojos (36).

Factores d& trangeripcion, microARNs,
factore® de ugien al ADN

— GATA-1
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EPO
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Figura 6. Factores involucrados en la regulacion eritropoyetica. Creade’en BioRender.com.

2.4.3.GATA-1

El factor transcripcional GATA-1, el cual cuenta con un doble dedo de zinc, fue
descubierto después del hallazgo de la secuencia motivo GATA dentrosde las
regiones reguladoras transcripcionales de la mayoria de los genes especificos
eritroides (37). La inhibicion especifica de GATA-1 en ratones demuestra su
importancia en la estimulacion de la eritropoyesis y la relacion conf la

supervivencia de los precursores eritroides a través de la expresion de la

molécula antiapoptética BCL-xL mediada por GATA-1 (37).
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Como se mencioné el facto transcripcional GATA-1 cuenta con dos motivos
conocidos como dedos de zinc, el C-terminal el cual reconoce motivos GATA,
mientas que el N-terminal se encarga de estabilizar la union al ADN sobre
determinados motivos (38). Ademas de la capacidad de union al ADN, GATA-1
se puede/unir de manera directa a diversos factores de transcripcion, incluyendo
FOG-1, PU.1, Spl, TRAP220, y KLF1 (38).

El gen GATA-1se encuentra en el cromosoma Xp11.23. En los PMC, GATA-1
regulada su expresion-mediante una secuencia enhancer localizada en la regién
5’, mientras que en las/células eritroides maduras, la expresion del gen requiere
un elemento adicional, Jocalizado en el primer intrén. Estos dos elementos
forman el dominio reguladorhematopoyético del locus de GATA-1 (G1-HRD, por
sus siglas en ingles hematopOietic regulatory domain) (39). Es asi como dentro
del G1-HRD se encuentran cuatreelementos reguladores fundamentales para la
expresion de GATA-1: un potenciador hematopoyético GATA-1 (G1HE), un
doble motivo GATA, un elemento\CACCC y un intron. Tanto el sitio GATA
localizado en la region G1HE~como el doble motivo GATA situado en la region
promotora han demostrado ser necesarios para la expresion genética de GATA-
1 (40).

2.4.4.GATA-2

El factor de transcripcion GATA-2 se expresa abundantemente en las HSCs, en
los PMP y los PMC (41). La expresion de este gen promueve la proliferacion y
bloguea la diferenciacion. Por ello se ha descrito que la expresion de GATA-2
precede a la expresion de GATA-1, y debe de disminuir a\medida que la
expresion de GATA-1 se va incrementando para dar lugar a la difexenciacion
eritroide (41). La disrupcién selectiva de GATA-2 en ratones provoce-fallo de la
hematopoyesis definitiva resultando en la muerte de estos, mientras que al
realizar una delecion heterocigota de GATA-2, los ratones se mantuyieron

viables, pero mostraban HSCs con una vida media afectada (41).

El gen GATA-2 contiene dos exones no traducidos. El primer exén proximal

(exon 1G) se utiliza en varios tejidos, mientras que el primer exén distal (exon

1S) es utilizado Uunicamente en los tejidos hematopoyéticos y nervioso. Al igual
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que en el gen GATA-1, existen regiones reguladoras de la expresién de GATA-
2 ensel exdn 1S, denominadas dominio regulador hematopoyético temprano de
GATA-2 (G2-EHRD, por sus siglas en inglés, GATA-2 Early Hematopoietic
Regulatory Domain) (40). Ademéas de la region G2-EHRD, existen otras regiones
reguladoras.de la expresion de GATA-2 distribuidas a lo largo del gen, las cuales
poseen mativos 30 GATA. En los progenitores eritroides tempranos, GATA-2 se
une a los motives GATA en estas regiones reguladoras. Tras la induccion de la
expresion de GATA-1, GATA-1 ocupa estos sitios. Por tanto, la expresion de
GATA-2 esta regulado por GATA-1 durante la diferenciacion eritroide y por
GATA-2 durante la proliferacion de los precursores, a través de su union a los
motivos GATA (40).

2.4.5.Reqgulacidon genéticasdel cambio de GATA-2 a GATA-1

La expresion del gen GATA-2 se regula en trans, gracias a la union de la proteina
GATA-2 a los motivos GATA/que se_encuentran distribuidos en el gen. Esta
mecanismo también promueve’larexpresionrdel gen GATA-1 en la fase inicial de
la diferenciacion eritroide. Durante.la diferenciacion terminal de los eritroblastos,
el gen GATA-1 al igual que GATA-2"aumenta su expresion mediante la union a
los motivos GATA situados en la region”G1l-HRD..De esta forma, el incremento

de GATA-1 compite con GATA-2 para desplazarla“de los diferentes sitios de

union en el gen GATA-2, los que provoca la inhibicion«desu expresion (figura 7)
(42).
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Figura 7. Regulacién genética de la- activacion de GATA-1 por GATA-2. Creado en
BioRender.com.

La expresion de GATA-1 se inicia-en.la etapa de PMC, al inicio del linaje eritroide.
Progresivamente, la expresion de_ GATA-I"sgdincrementa y llega a su maximo
cuando los progenitores eritroides dan.lugar @ los proeritroblastos. Cuando los
proeritroblastos entran en la fase de diferenciacion eritroide terminal, GATA-1
directamente activa una serie de genes vinculados.a'la linea eritroide, como el
gen de la HB-B, Alas2 (5-aminolevulinato sintetasa), ypotenciando de igual
manera su expresion; y también reprime la expresién de{genes esenciales para
la proliferacion de los progenitores, en las etapas gtempranas de la
hematopoyesis: GATA-2, c-KIT, MYB y MYC. A patrtir de la etapa de eritroblastos
tardios, los niveles de GATA-1 comienzan a decaer. Este cambio en/los niveles
de GATA-1 es esencial para la correcta eritropoyesis. Ya que se ha“descripto
que la sobreexpresion del gen GATA-1 durante la etapa final de la difergnciacion

eritroide conduce a una maduracion eritroide defectuosa, determinando asi‘que

GATA-1 puede actuar como oncogén inhibiendo la diferenciacion eritroide (42)-
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2.4.6.TAL1

TAL1 es un factor de transcripcion perteneciente a la familia de factores hélice-
lazoshélice, que se une a un motivo corto consenso de ADN, llamado E-box
(CANNTG). La expresion de TALL es similar a la de GATA-1, ya que aparece en
células eritreides, megacariocitos y mastocitos. Se ha descrito que la inactivacion
condicional del\gen TAL1 en la hematopoyesis adulta conduce a errores en la
eritropoyesis (43),.demostrando asi el papel critico de TAL1 en la diferenciacion
eritroide (44).

Se sabe que TAL1 forma parte de un complejo multiproteico con otros factores
como LMO2, E47/E2A, LDBLy GATA-1. Este completo donde participa TAL1 se
une sobre motivos del ADN, consistentes a un motivo GATA y un motivo E-box
vecino (37). Estos motivos éstan presentes en muchos genes eritroides, asi
como en los elementos reguladores-de los genes TAL1y GATA-1 o el gen KLF1.
Aunque también se ha reportado..que la unién al ADN de TALl1l no es
indispensable para la funciones de especificacion de las HSCs, esta union si es

necesaria para las funciones relacionadas.econ la maduracion eritroide (45).

2.4.7.KLF1

KLF1 (Krueppel Like Factor 1) es un regulador maestro de la eritropoyesis que
se encuentra activo en las poblaciones eritroides tempranas como las definitivas.
Su expresién esté restringida a los érganos hematopoyétices a lo largo de todas
las etapas del desarrollo, iniciAndose su expresion en el saco vitelino en el dia
embrionario 7.5, luego cambia al higado fetal y por ultimosSe.expresa en la
médula 0sea adulta y la pulpa roja del bazo. Se ha descrito que la supresién
genética de KLF1 provoca anemia letal en Utero que se compara“a lgs efectos
de la beta-talasemia (46).

La expresion de KLF1 comienza a partir de los PMP donde apenas es-/casi
detectable, y su expresion se incrementa sucesivamente en los PMC. ‘Este
incremento continua a medida que las células maduran hacia el linaje eritroide;
en caso contrario, cuando las células maduran hacia el linaje megacariocito la

expresion de KLF1 se reduce (19). En ese aspecto, se ha referido que el dominio

de unién al ADN de KLF1 reprime la expresion de genes megacariociticos
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mediados por FLI1, siendo este mismo factor de transcripcion capaz de reprimir
los genes diana de KLF1. Asi es como en los PMC, el incremento de los niveles
entre-un factor y otro determinara el linaje de diferenciacion, al cual se dirigira la
célula_(eritrocito o megacariocito), de forma similar al equilibrio que existe entre

PU.1y GATA-1 en progenitores mieloides (45).

Ademas desusparticipacion como regulador en la eritropoyesis, KLF1 tiene como
genes diana ¢ompenentes de la membrana y el citoesqueleto, asi como a la
sintesis de antigenos.de los grupo sanguineos, transportadores, espectrinas, o
glicoforinas; los cuales en ausencia de este factor de transcripcion se ven
afectados provocando pérdida en la integridad y estabilidad de la membrana de
los eritrocitos (19,46).

Se ha demostrado el papel de*KLF1 sobre la regulacion del ciclo celular; el cual
provoca una inhibicion de la proliferacion celular, promoviendo la diferenciacion
y la sintesis de hemoglobina. Esto ocurre a través de dos genes diana: pl18
(INK4c) y p21 (WAF/CIP1). Los proteinas p18 y p21 actian como inhibidores de
las cinasas dependientes desCiclinas, 10_que conlleva a la inhibicion de la

progresion de la fase G1 y la entrada a la fasesS del ciclo celular (46).

Por otro lado, se ha expuesto que KLF1yes capaz.de activar la expresion de los
genes E2F2 y E2F4, que paradojicamente promueven la proliferacion celular. En
un estudio donde cultivaron células eritroides primarias, con delecion de KLF1,
las células no lograron ingresar a la fase S de manera_eficiente, esto debido a
que la activacion de E2F2 y E2F4 por parte de KLF1,€s fundamental para
garantizar que los progenitores eritroides UFB-E y UFC-E puedan ingresar con
éxito a la fase S y producir un niamero suficiente de progenie. El factor de
transcripcion E2F2 controla la entrada de las células en la fase S y la'sintesis de
ADN. Mientras que E2F4, ademas de controlar la entrada a la fase,S de las
células, demostro6 tener un papel regulador de la eritropoyesis a través delcontrol
de la proteina Rb (47,46).

KLF1 es una molécula clave para el cambio genético de globina y (hemoglobina

fetal) a globina B (hemoglobina adulta) a través de diferentes mecanismos; uno

de manera directa activando la expresion del gen de la HB-B; y a través de un
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mecanismo indirecto, mediante el factor BCL11A, represor de la expresion del
gen.de la HB-G (19).

SeConoce que la expresion de KLF1 es necesaria para la sintesis del grupo
hemo”(46). KLF1 se encarga de regular este proceso mediante ajuste de la
expresion-de la mayoria de las enzimas necesarias para convertir el succinil-CoA
y glicina en_hemo. Ademés de regula la expresion del transportador de
transferrina y (otras, proteinas necesarias para la captacion de hierro por las
células eritroides¢Otra funcion de KLF1 es la regulacion de la exportacion del
grupo hemo con el atomo de hierro desde la mitocondria al citoplasma, asi como
el ensamblaje del grupo“hemo con las globinas para dar la formacion de la
molécula de hemoglobina (46). En resumen, KLF1 es un regulador maestro de
la eritropoyesis, a través ‘de diferentes mecanismos como la produccion e

integridad de la células eritroides:s

2.5. Patologias de la eritropoyesis

Como se ha descrito en los apartados anteriores, la eritropoyesis es un proceso
altamente regulado a diferentes-niyeles, por le que al producirse un cambio o
alteracion en este proceso puede desencadenar en el desarrollo de patologias
que afecten el desarrollo, la diferenciacién o la"maduracién de los eritrocitos o
cualquier otro componente que los constituye, Por ello a continuacion,
abordaremos las diferentes patologias que afectap”fa eritropoyesis y las

afecciones que provocan.

2.5.1.Epidemiologia de las afecciones eritropoyeticas

Segun cifras de la Organizacion Panamericana de la Salud, en laegion de las
Américas, el cancer es la segunda causa de muerte (48). Se estima que 3.8
millones de personas fueron diagnosticadas en 2018 y 1.4 millones murieron por
esta enfermedad. Aproximadamente, el 57% de los nuevos casos de cancer el
47% de las muertes ocurren en personas de 69 afios o0 mas jovenes (48). En
México el cancer es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades

cardiovasculares y diabetes, segun estudios realizados por la OMS y la Agencia

Internacional de Investigacion de Cancer (49). Durante el 2010 en México, se

+ iThenticate Pagina 37 de 111 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:

+ iThenticate Pagina 37 de 111 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:579938435



+ iThenticate Pagina 38 de 111 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:579938435

reportaron 33 mil casos hospitalarios por tumores malignos, en la poblacion
menor a los 20 afios, el 56.7% se presentd en 6rganos hematopoyéticos (figura
o sen

princi nte al género masculino, datos segun el Instituto Nacional de
Estadl'gé( Geografia, 2020 (50).

do la leucemia la principal causa de defuncién en el 2011, afectando
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propésito del dia mundial contra el cancer, INEGI (50).

En el caso de las hemoglobinopatias son las enfermedide hereditarias més

comunes a nivel mundial; cerca de 4.5% de las personas so tadoras de un

gen mutado para talasemias o hemoglobinas anormales. A pesar‘de que las
d

regiones donde mas comunmente se observan estas anormali son las

zonas mediterraneas, el incremento en la migracién ha contribuido
alteraciones sean detectadas en individuos de otras areas. Esta repor

en México existe una prevalencia de hemoglobinopatias del 1.25 a 26.1%,

la talasemia y la hemoglobina S (Hb S) son los hallazgos mas frecuentes (51%
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2.6. Talasemias y hemoglobinopatias

Las afecciones genéticas que presentan casos clinicos mas graves y comunes
son”les trastornos hereditarios de la molécula de hemoglobina (52). Estos
trastornes se pueden dividir en dos de manera general: aquellos en los que una
mutacion-interfiere en la cantidad de proteina producida, ya sea de manera
reducida o“nula (talasemias) y aquellos que se producen por el cambio en la
estructura de laymolécula de hemoglobina, resultando en la generacion de una
variante proteicagque-no posee la capacidad de ejercer su funcibn como es
debido (hemoglobinopatias) (53). De esta manera podemos definir a las
talasemias como unfconjunto de trastornos caracterizados por la sintesis
reducida o ausente de una;, o raramente, de dos de las cadenas globinicas,
afectandose el equilibrio entre la. produccion de globinas ay no a (y o B, por
ejemplo), desencadenando una deficiencia en la sintesis de hemoglobina adulta
(54).

Los diferentes tipos de talasemias varian dependiendo del gen de globina que
presente la mutacion, estos~genes se _.encuentran en dos agrupaciones
conocidas como familias de genes de glebina (GGC, del inglés Globin gene

clusters), situados en los cromosomas 11 y 16 (figura 9) (55):

1. La agrupacion de genes beta esta localizada en‘el.extremo del brazo corto del
cromosoma 11, con una extension de“70 kb. Contiene los genes de globina
embrionarios (globina ¢), fetal (globina y), y adulta (5 y-p).

2. La agrupacion de genes alfa esta localizada en el braze-Corto del cromosoma

16 y tiene una extension de 40 kb. Contiene los genes embrionarios ((), y 2

copias del gen fetal /adulto (alfa, a1y a2) (55).
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Figura 9. Agrupaciones genéticas de los genes de las globinas en el cromosoma 11y 16. Creado

en BioRender.com.

Dentro de cada agrupacién.genética, los genes estan separados por los
extremos 5’ y 3’ por secuencias deyADN reguladoras: secuencias promotoras,
secuencias potenciadoras, la region-de control del locus (region genética que
interactla con una serie de factores de.transcripcion en el inicio de la maduracién
eritroide para promover el accesode la maquinaria transcripcional a las demas
secuencias reguladoras del complejo genéetico) (55). La afectacion de estas
secuencias reguladoras también s€_encuentra’asociado al desarrollo de las
talasemias, las cuales se pueden dividirfdeymanera‘general en dos tipos las alfas

talasemias y las betas talasemias.

2.6.1. Alfa talasemia

La alfa talasemia se debe a la disminuida o nula producecion de cadenas
globinicas alfa, dando lugar a un exceso de globinas gamma en el feto y recién
nacido, y a un exceso de globinas beta en el nifio y el adulto. Aunque.®l exceso
de globinas beta es capaz de formar homotetrameros solubles (formado por 4
globinas beta, dan lugar a la Hemoglobina H), son inestables y algunas precipitan

dentro de la célula, provocando el mal funcionamiento de los eritrocitos (54)-

Genéticamente, las talasemias son heterogéneas, ya que existen mas de 100

mutaciones que pueden afectar en cada una de las etapas necesarias para la

correcta produccion de hemoglobina. Las mutaciones mas frecuentes son
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aquellas que afectan a la terminacion de la traduccion y al procesamiento del

ARNmM; mientras que deleciones, reordenamientos génicos, defectos de la

transeripcion, estabilidad del ARNm o ensamblaje de la hemoglobina, son menos

frecuentes, (55). A pesar de esta heterogeneidad, se pueden utilizar ciertos

términosClinicos para describir la expresion fenotipica de las alfa talasemias.

Debido a la‘duplicacién del gen alfa en humanos, cada individuo normalmente

porta cuatro genes de cadenas alfa, y podemos describir varios tipos de alfa

talasemias:

1.

+ iThenticate

Alfa talasemia (0):~Esta entidad hace referencia a mas de 20 mutaciones

genéticas distintas del gen de la globina alfa, que provocan la delecién de

ambos loci en un cromosoma. Estos pacientes no pueden sintetizar cadenas

alfa,

por tanto, carecen de la biosintesis de hemoglobina adulta 1 y 2 o

hemoglobina fetal, lo que hace a esta condicion incompatible con la vida.

. Alfa talasemia (+): En este case;ymas de 15 mutaciones genéticas provocan

una disminucion en la produccion-de globina alfa, debido a la delecion de uno

solo de los locus alfa del<€ctomosoma.afectado. Existen por tanto 3 formas de

alfa talasemia (+), segun el'numero de genes alfa heredados:

a.

Herencia de 3 genes alfa-normales (aa/a-): Esta situacion se denomina
alfa talasemia 2, o portadorssilencioso._LLos sujetos son asintomaticos e
incluso pueden ser hematologicamente mormales. El diagnostico se

realiza mediante analisis de ADNz¢

. Herencia de 2 genes alfa normales (a-/a-): Esta entidad se conoce como

alfa talasemia menor. En ella, los sujetos son ¢linicamente normales,
pero pueden tener ligera anemia junto con disminuciones del volumen

corpuscular medio (MCV) y de la hemoglobina corpuscular media (MCH).

. Herencia de 1 gen alfa normal (a-/--): Es conocida como enfermedad de

hemoglobina H, compuesta por tetrameros de cadenas beta“sobrantes.
Estos pacientes tienen diferentes grados de anemia hemolitica;iasi como
ligera eritropoyesis inefectiva, esplenomegalia, cambios 06seos. y
sobrecarga de hierro (54).
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2.6.2. Beta talasemia

La beta talasemia se caracteriza por la produccion de una o ambas cadenas
globinicas beta deficientes. Se manifiesta clinicamente con anemia hemolitica y
alteracién/en el manejo del hierro. Al igual que la alfa talasemia, la beta talasemia
se puede clasificar segun el grado de reduccion de la globina beta:

1. Beta talasemia (0): Aquella en la que hay una completa abolicion de la
produccion de.eadenas beta. Los pacientes homocigotos para mutaciones de
beta talasemia\(0) tienen la denominada beta talasemia mayor, no pueden
producir cadenasgbeta, ni tampoco la hemoglobina adulta normal. Estos
pacientes tienen graves anemias que requieren multiples transfusiones y otras
manifestaciones graves.

2. Beta talasemia (+): Esta producida por mutaciones que disminuyen (pero no
completamente) la produccién de cadenas beta. Los pacientes homocigotos
para mutaciones de beta talasemia (+) pueden formar algo de hemoglobina
adulta y clinicamente preséntan una menor gravedad en comparaciéon con la
beta talasemia (0) (55).

Del mismo modo que la alfa talasemia, las principales mutaciones genéticas son
aquellas que afectan a la traduccion‘y al'procesamiento del ARNm. Sin embargo,
es destacable la relacion entre mutaciones’en el gen.GATA-1y la beta talasemia.
En individuos con mutaciones en el gen GATA-1"(R216Q), se produce beta
talasemia junto con trombocitopenia y anemia diseritropeyética. La causa de la
afectacion selectiva del locus beta es incierta, pero puede. deberse al impacto de
la mutacién sobre el factor FOG-1 u otros factores, que afectan'la regulacion del

gen de la globina beta (54)

2.6.3. Tratamientos para las talasemias

Anteriormente las talasemias se clasificaban como talasemia mayor, intermedia
y menor, segun el cuadro clinico del paciente, a manera de identificar qué_tipo
de tratamiento seria el mas eficaz, sin embargo un criterio de clasificacion méas
atil es en Talasemias dependiente (TDT) y no dependiente de transfusiones

(NTDT) (56). Para determinar el inicio de las transfusiones se deben tener los

hallazgos clinicos y datos de laboratorio objetivos como: el crecimiento
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deficiente, el desarrollo de prominencia frontal o hiperplasia maxilar u otros
sintomas de anemia y eritropoyesis ineficaz, incluso en ausencia de anemia
grave’son parte del diagndstico para el inicio de las transfusiones. Para los
valoressde laboratorio, si el nivel de hemoglobina en estado estacionario es
inferior a/7 g/dL se recomienda comenzar con las transfusiones (57).

El principal-objetivo de realizar la terapia de transfusion de globulos rojos es
disminuir la sintomatologia de la anemia permitiendo al paciente tener un
desarrollo normalg"asi-como la supresion de la eritropoyesis enddgena ineficaz.
Esto generalmente se logra mediante la administracion de transfusiones cada 3
a 5 semanas para mantener el nivel de hemoglobina por encima de 9.5 g/dL

antes de la transfusion (57):

La beta talasemia se caracterizaypor un metabolismo anormal del hierro a través
de una mayor produccion de eritroferrona por parte de los precursores eritroides
y una regulacion a la baja de la produecion hepética de hepcidina, lo que resulta
en una mayor absorcion de_hierro (58). Los pacientes con TDT invariablemente
tienen una sobrecarga transfdsional y' absortiva de hierro a las muditiples
transfusiones. El depdsito de hierro en el higado, el corazon y los 6rganos
endocrinos causa la morbilidad massSignificativa. En el caso de la enfermedad
cardiaca, la principal causa de muerte por®sobrecarga de hierro incluye
disfuncion ventricular izquierda, insuficiencia cardiaca'y arritmias. El depdsito de
hierro en los 6rganos endocrinos provoca hipotiroidismo, hipoparatiroidismo,
retraso del crecimiento, retraso de la pubertad y diabetes. La fibrosis hepética,
cirrosis y el carcinoma hepatocelular relacionados con la expesicion acumulada
al hierro por lo general se manifiestan hasta una edad avanzada. Por lo tanto, el
control y el manejo de la sobrecarga de hierro son una parte esencial del

tratamiento de la talasemia (56).

La terapia de quelacion de hierro se administra con el objetivo de proporcionar
la mayor exposicion posible al quelante en un periodo de 24 horas para reducir
los efectos toxicos del hierro no ligado a la transferrina (NTBI) (59). El inicio/de
la quelacion de hierro en nifios generalmente se retrasa hasta después de los 2
afios, cuando hay evidencia de una carga de hierro alta (10 a 20 transfusiones,
ferritina >1000 ng/mL y hierro hepético), con una concentraciéon >5-7 mg/g de

peso. Esta practica surge de las preocupaciones sobre el efecto del hierro sobre
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el retraso del crecimiento y la toxicidad 6sea cuando se emplean quelantes de
hierro (Deferoxamina) en nifios pequefos con baja carga de hierro, lo que podria
no.aplicarse a los quelantes orales mas nuevos. Un estudio piloto reciente evalud
el uso_méas temprano de dosis bajas de deferiprona en bebés y nifios pequefios
con niveles_de ferritina sérica de 400 a menos de 1000 ng/ml. Este enfoque
retraso el desarrollo de la sobrecarga de hierro y redujo la exposicion al hierro
plasmatico labilntoxico sin efectos inesperados, efectos adversos serios o

SEeveros.

2.7. Leucemias

Las leucemias son una grupo de neoplasias malignas de los tejidos formadores
de sangre que se caracterizan por el aumento en la proliferacion de células
sanguineas con un fenotipo anormal (60). La anomalia de las células leucémicas
proviene de la inhibicion de lal diferenciacion e incremento en la tasa de
proliferacion (61). En las leucemias, el bloqueo de la diferenciacion ocurre en
progenitores hematopoyéticos-tempranos; resultando en células indiferenciadas
denominadas blastos. Los cuales sufren eventos transformantes generando
células troncales leucémicas (CTL),‘que (son-capaces de autorrenovarse,

propagando e incrementando la progenie celular(62).

Desde el punto de vista clinico y patoldgico, la leucemia se subdivide en una
variedad de grupos. La primera divisién es entre su inmunofenotipo ya sea del
linaje linfocitico o el mieloide, segun el tipo de célula~afectada. Ademas, la
enfermedad se clasifica como aguda; cuando es de progresion rapida con un
mayor numero de células inmaduras. En el caso de las cronicas;Cuando denotan
una evolucién progresiva lenta con un predominio de células maduras (60). La
combinacion de estas dos clasificaciones proporciona un total_de cuatro
categorias principales: leucemia linfocitica cronica (LLC), leucemia’ linfocitica
aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA) y LMC. Por ultimo, las leucemias
también se pueden dividir dependiendo de la naturaleza de los eventos

transformantes como factores remodeladores de la cromatina, fusion de genes;

asi como la activacion de tirosina cinasas como BCR/ABL (63).
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(4] 2.7.1. Leucemia mieloide crénica: Historiay epidemiologia

La’'leucemia mieloide crénica fue descrita por primera vez en 1845 por Hughes
Benpet;, quien menciond que se trataba de una enfermedad infecciosa que
causaha hipertrofia en higado y bazo, hasta provocar la muerte. Sin embargo,
pocas semanas después, Rudolf Virchow publicé un caso similar en el que
mencionaba gue la enfermedad no era infecciosa y que implicaba un incremento
o en el nimero de células sanguineas, por lo que acufid el término de leucemia
(del griego leucos, gue significa célula blanca). En 1870, Neumann reconoci6
que las células leucémicas descritas se originaban en la médula 6sea y casi cien
afos después, en 1960 Nowel y Hungerford describieron que en este
padecimiento existia un eromosoma anormal que se presentaba en todos los
casos de esta leucemia. No"obstante, fue hasta el afio 1973 que Janet Rowley
describi6 que el cromosoma“anormal era provocado por una translocacién
reciproca entre los brazos largos‘de los cromosomas 9 y 22, dandosele el

nombre de cromosoma Filadelfia (figura 10) (64).

Cromosoma 9 alierado

Cromosoma Ruptura
9 normal cromosoniica
Cromosoma
22 alterado
Czrzomosonl\a (cromosoma
norma Filadelfia)
£ g
& y Q—z C _{
BCR =3 —— ‘BCR-ABL
u [ (
j ABL

Figura 10. Translocacion cromosdmica y formacion del cromosoma Filadelfia. {Tomado de

Instituto Nacional del Cancer, Cromosoma Filadelfia (65).

° La LMC representa entre el 15% y el 20% del total de leucemias y su incidencia
en los paises occidentales se ha estimado en 1,6 casos por 100 000

habitantes/afio (66). La edad media de presentacion es de 53 afios, la incidencia

maxima se encuentra entre los 40 y los 60 afios, con predominio en varones con
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una relacion de 1.3:1. Alrededor de la mitad de los pacientes son asintomaticos
al memento del diagndstico y la mediana de sobrevida global después de este,
es.de”4 a 6 afos (sobrevida global a 5 afios del 39%) con un rango que oscila
desde_menos de un afio a mas de 10 afios. La mortalidad ajustada por edad es
de 0,6 por 100 000 habitantes/afio; la gran mayoria de los sujetos que fallecen
por LMC tienen mas de 55 afios (74,7%) y se ha estimado que el 0,16% (1 de
cada 619 hombres y mujeres) de las personas que nacen en la actualidad
tendran la enfermedad en algin momento de sus vidas y que el 0,06% moriran

por ella (67).

La incidencia de la LMC/en Estados Unidos es de 2 casos por cada 100,000
personas, siendo diagnostiecados entre 3,500 y 5,000 nuevos casos por afo, lo
que provoca que este padeCimiento represente el 14% de todos los casos
diagnosticados con leucemia.?La~frecuencia de la LMC es baja en personas
menores de 40 afos, tendiendo alinerementarse exponencialmente con la edad.
La edad media al momento del diagnostico es de 60 afios. No parece existir
predisposicién genética o geografica para adquirir este padecimiento, aunque
algunos autores lo han asociade con exposicion a altas dosis de radiacion
ionizante.

En México, el 10% de todas las leucemias cefresponden a LMC, con una
mediana al diagndstico de 45.8 afos, afectando mas-a los hombres (57.8%) que
las mujeres, esta frecuencia es muy similar a la repoartada en EUA, la cual
corresponde al 56.5%. En México, la tasa de mortalidadporLMC en el afio 2004,
fue reportada en 3/100,000 habitantes, mientras que para 2008 la estimada por
la Secretaria de Salud fue de 3.5 por cada 100,000 habitantes;yla Global Cancer
Observatory report6 para 2012 una tasa de mortalidad ajustada-por edad de 3.7
por cada 100,000 habitantes (68,69).

2.7.2. Parametros clinicos y biolégicos de laleucemia mieloide

cronica

Clinicamente la LMC se divide en tres fases o estadios. La primera, denominada

fase cronica, es un estado indolente en el que se diagnostica al 90% de los

pacientes. La duracion de esta etapa es variable, puede durar entre tres y ocho
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afnos, se caracteriza por una sobreproduccion de células del linaje granulocitico
(mieloides inmaduras y granulocitos maduros), con aumento en el recuento de
leucocitos, plaquetas, y un conteo de células blasticas menores al 10%. Estas
caracteristicas hacen que no sea facil diferenciarla clinica y hematolégicamente
de unaleucemia aguda. Dentro de la sintomatologia se presenta en los pacientes
fatiga, palidez, distensiéon abdominal, esplenomegalia, hepatomegalia, fiebre,
sudoracién nocturna y pérdida de peso sin causa aparente (1). El padecimiento
progresa a la fas€e_acelerada, la cual no todos los pacientes presentan, ya que
pueden pasar de #na,fase crénica a una fase blastica. Esta fase acelerada
presenta una menor yespuesta al tratamiento y sus caracteristicas son una
intensa esplenomegalia, leucocitosis, incremento de los blastos del 10 al 30% en
sangre periférica y médula ésea, un incremento de los basofilos del 20% en
sangre periférica.

Por altimo, la enfermedad progresa.a_la crisis blastica, caracterizada por 30% o
mas células inmaduras (blastos)\ en circulaciobn e incluso en infiltrados
extramedulares asociados con-un incremento de la esplenomegalia. La crisis
blastica es mieloide en dos de’ cada (tres casos y durante esta fase, la
supervivencia de los pacientes se reduce a.meses e incluso semanas, ya que
estos pacientes son los mas resistentes al tratamiento. El paciente puede
presentar fiebre e inflamacién de los nddulos linfaticos, higado o bazo. Tanto la
fase acelerada, como la fase blastica son consideradas fases avanzadas, y el
15% de los pacientes con LMC en el momento desSer diagnosticados se

encontraran en una de estas fases (62).

La OMS establecio los siguientes criterios para realizar el Seguimiento de los
pacientes desde la fase cronica de la enfermedad: leucocitosis persistente
>10.000 leucocitos /uL (10x10° /L) y/o esplenomegalia persistente; trombocitosis
persistente, con un recuento plaquetario >1.000x10° /uL (1.000x1Q° /L);
trombocitopenia persistente con un recuento de plaquetas 20% de basofiles en
sangre periférica; y recuento de blastos del 10-19% en sangre o médula ésea.
También se debe tener en la cuenta la resistencia a los farmacos (no respuesta

hematolégica después de la terapia de induccion). Los criterios de la OMS para

la LMC en crisis blastica incluyen los siguientes: Recuento de blastos igual o
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superior al 20% en sangre periférica 0 en médula Osea, e infiltracién

extramedular de blastos (70).

2.8. Aratamientos y desventajas actuales (resistencia)

2.8.1. Tratamientos para la leucemia mieloide cronica

Se han desarrallado diferentes estrategias para el tratamiento de las LMC, a
través de farmaeos.que promueven la apoptosis dirigida a deshacerse de tantas
células leucémicas’como sea posible o los agentes que buscan disminuir la
actividad de los recepteres tirosina cinasa, evitando la proliferacion de las células
leucémicas que expresan el:cromosoma Filadelfia. Actualmente se ha descrito
que estos tratamientos en( su» mayoria suelen generar efectos adversos muy
notorios, ademas que con el tiempo los pacientes presentan resistencia a ellos,
a continuacion, se describiran las principales farmacoterapias para el tratamiento

de la LMC y sus principales desventajas.

2.8.2. Quimioterapia

Los principales farmacos usados en lasquimioterapia para atender a los pacientes
con LMC consisten en hidroxiurea, citafabina (ARA-C), busulfan, ciclofosfamida
y cisplatino (CDDP) siendo este ultimo émpleado de“manera rutinaria para el
tratamiento del cancer de testiculo y ovario, ademas de.gue se utiliza cada vez
mas contra los tumores de cuello uterino y vejiga. EI meeanismo de accion del
CDDP se basa en el entrecruzamiento intracadena de la unidad‘cis-Pt (NH3)2 al
ADN celular en dos bases de guanina vecinas. Esto provoca‘una interferencia
en la estructura del ADN, alterando la replicacion y la mitosis celular. EI ADN
danado activa los mecanismos de reparacion, lo que promueve la‘\apoptosis
celular cuando esta reparacion resulta imposible. Por otra parte, se ha reportado
el potencial del CDDP como agente diferenciador en un modelo con células
eritroleucemicas, las cuales luego de ser expuestas al farmaco incrementaron
los niveles de hemoglobina adulta y la presencia de marcadores de

diferenciacion terminal CD235a (10). Sin embargo, a pesar de ser uno de los

agentes quimioterapéuticos mas activos actualmente disponibles, el cisplatino
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exhibe efectos secundarios severos, siendo los mas significativos la neuropatia

optica, la ototoxicidad, la nefrotoxicidad aguda y crénica (10).

2.8.3" Inhibidores de tirosina cinasas

El Imatinib{es actualmente el tratamiento estandar de la leucemia mieloide en la
fase cronica, aprobado por la FDA en el 2001 como el primer inhibidor de la
tirosina cinasa disponible para uso clinico. Su actividad se basa en la union de
este farmaco a los”sitios de union de ATP del transcrito de fusion BCR-ABL
(figura 11), bloqueande~selectivamente la proliferacion celular e induciendo la
apoptosis en las células quesexpresan el cromosoma Filadelfia y mantienen un

estimulo constante de proliferacion a través de la tirosina cinasa BCR-ABL (71).

Los estudios han demostrado que el imatinib (Gleevec®) logra mantener
controlada la fase crénica en los pacientes con LMC al ingerir una dosis de 400
mg/dia, y en fase acelerada y blastica, a una dosis de 600 mg/dia. El objetivo del
tratamiento con el imatinib es-epcontrar, una respuesta hematol6gica completa
(reduccion en el recuento de leucocitos{ plaquetas, células inmaduras como
mielocitos, promielocitos, o blastos.en sangre periférica, desaparicion de

esplenomegalia) a los tres meses de Seguimientos

BCR-ABL Tratamiento con

Sustrato e
ADP
PP |
Eract
e ' A _';
(\ \ATF; Sefalizacién K\Aip/ ‘ @ 2

Figura 11. Mecanismo de accion del Imatinib. Tomado y modificado de “Sequencing treatment

in chronic myeloid leukemia: the first choice may be the Hardest”, elaborado por Heaney (72).
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a A pesar de que el imatinib es un tratamiento efectivo, algunos pacientes recaen
por enfermedad resistente hasta en un 40% de los casos. La resistencia puede
ser_primaria cuando se da la falta de la respuesta inicial al no alcanzar los
objetives del tratamiento o secundaria cuando sobreviene una recaida del
paciente qque inicialmente habia tenido una respuesta (62). En estos casos la
primera opcion para tratar a los pacientes con resistencia al imatinib es cambiar
el medicamente~a otro inhibidor de la tirosina cinasa de segunda generacion
como el dasatinib..Este farmaco estéd autorizado por la FDA como la primera
terapia de la LMCoresistente al imatinib, ya que se ha descrito que es efectivo
con la mayoria de las‘mutaciones resistentes al tratamiento con imatinib. Al igual
gue su homologo, la inhibicién que realiza el dasatinib es sobre las cinasas BCR-

@ ABL, diferenciandose por @l sitio de union del ATP, haciéndolo tanto en las
conformaciones activas e inactivas del dominio cinasa de ABL (73). A pesar de
ser un farmaco de segunda lineasne esta exento de generar efectos adversos,
siendo los mas frecuentes la mielesupresion y el derrame pleural que se ha
observado en 35% de leS/ pacientes+»Por lo que el tratamiento puede
interrumpirse por periodos cortos'para permiitir la recuperacion del paciente. Por
otro lado, debido a las mutaciones-como la que se encuentran dentro del dominio
de unidon a ATP de la tirosina cinasa~ABL (I315l) en el oncogén BCR-ABL

confieren un alto grado de resistencia a/imatinib y.dasatinib (74,75).

2.8.4.0ncogenes

Como se abordo en los apartados anteriores las talasemias y.las leucemias son
patologias ligadas principalmente con defectos durante la eritrepoyesis, estas
alteraciones en su mayoria son desencadenados por la activacion de proteinas
que activan la proliferacion celular conocidos como oncogenes. Endefinicion son
genes que sufrieron una mutacion, obteniendo una activacion canstante o
funcion y por lo tanto tienen el potencial de generar cancer. Algunos oncegenes
implicados en el proceso de leucemogénesis son BCR-ABL, RAS, BCL-2 MYC,
RUNX1, ASXL1, GATA-2. Los cual se pueden sobre expresar 0 mantener‘un
estado activo y promover la proliferacion de células eritroides inmaduras (76). De

igual manera las mutaciones de v-erbA generan un desorden en la proliferaciéon

e inhibe la diferenciacion (77), también existen oncogenes que se unen a otros
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proteinas inhibiendo su actividad, como PU.1 (37) y FAM122 (78). Los cuales
interaccionan directamente con GATA-1 impidiendo su actividad como promotor
de_la” diferenciacion eritroide (78). Esto es solo por mencionar algunos,
remarcando su importancia en el desarrollo de las patologias y de su
investigacion para el posible desarrollo de blancos terapéuticos.

2.9. Nuevash estrategias terapéuticas relacionadas con la

induccionde la diferenciacion celular

A pesar del avance_en el desarrollo de tratamientos mas eficaces para las
leucemia mielégena crénica la tasa de mortalidad de los pacientes sigue siendo
alta. Otros protocolos (de~ tratamiento emplean farmacos citotdxicos en
combinacion con interferon”han-mostrado ser eficaces en los pacientes con
leucemia, prolongado la vida ‘de"los pacientes pero no han resultado en una
mejora adicional significativa. El Unico tratamiento curativo es la quimioterapia
y/o radioterapia intensiva seguida del trasplante de médula 6sea alogénica. Sin
embargo, solo una minoria~de los pacientes con LMC tienen donantes
compatibles, lo cual reduce su tasa de éxitoypor el contrario, pacientes de edad
avanzada que muchas veces tienensoOtras'enfermedades, son incapaces de

tolerar la intensiva terapia (1).

Otro enfoque de los tratamientos es el desarrollo ‘de’ moléculas dirigidas hacia
tirosinas cinasas, sin embargo, como se menciono )antes, se desarrolla
resistencia debido a la heterogeneidad de las células’ tumorales y a la
sobrevivencia de células troncales de la LMC quiescentes. Por lo que para
superar la resistencia a los farmacos y la recaida a la enfermedad se ha
propuesto la terapia de induccion de la diferenciacion celular. Esta térapia esta
enfocada en el empleo de agentes capaces de inducir la diferenciaciényterminal
hacia un fenotipo maduro acompafado del cese de la proliferacion celular con
eventual activacion de la muerte celular (79). En principio, la induccion _de
diferenciacion eritroide mejora el estatus inmunolégico de los pacientes evitande
la lisis masiva de células blasticas observado por regimenes citotoxicos (61):
Ademas de que se ha demostrado que una combinacion de terapias citotoxicas

y de diferenciacion puede potenciar la apoptosis de las células tumorales,
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disminuyendo la recurrencia de los tumores y evitando el desarrollo de

resistencia hacia los quimioterapéuticos (79).

La Teucemia promielocitica aguda (LPA) fue el primer modelo de malignidad
hematolégica tratada por agentes inductores de la diferenciacion, incluyendo el
acido-transretinoico (ATRA). EI ATRA es un potente inductor de la diferenciacion
en células- leucémicas mieloides hacia el linaje granulocitico mostrando
remisiones completas en el tratamiento de la LPA sin causar hipoplasia medular
(1). Algunos compuestos distintos del ATRA pueden inducir diferenciacion in vitro
de las células leucémicas humanas, pero la transicion de estos resultados a la
clinica hasta el momento”no ha tenido éxito. Estas investigaciones se logran
mediante el uso de lineas _e€lulares leucémicas humanas las cuales retienen el
potencial de diferenciacion tefminal hacia varios tipos de células maduras al ser
estimuladas con diversos compuestos. Tal es el caso de la linea celular K562, la
cual posee la caracteristica primordial de exhibir marcadores eritroides,
monociticos y megacariociticos dependiendo del tratamiento aplicado, lo que
resalta su uso potencial come~modelo para el estudio de nuevos compuestos

inductores de la diferenciacion.

La linea celular K562 ha sido utilizada camo un sistema in vitro para la
investigacion de la diferenciacion celular:, Diversos estudios han indicado que
compuestos con diferentes estructuras quimicas pueden inducir diferenciacion
de las células K562; agentes como cisplatino, hemina, 5-azacitidina, arabinésido
de citosina (ARA-C) conducen la diferenciacion hacia el {inaje eritroide. Por otro
lado el tratamiento con esteres de forbol (EF) inducen la diferenciacién hacia
monocitos y/o megacariocitos, aunque; los EF promueven la carCinogénesis, por

lo que su uso en la clinica no es contemplado.

Recientemente los derivados de la piperazina, utilizados normalmente,.como
antibiéticos o antihelminticos, han demostrado que inhiben la proliferacion y
conducen a la diferenciacion eritroide en la linea celular K562 (1). Por lo que-se
ha propuesto que lineas celulares de LMC resistentes al imatinib, sean tratadas

con inductores de la diferenciacion celular, como recientemente se ha

demostrado con el uso del resveratrol (1).
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Por otra parte, se ha reportado que pacientes tratados con imatinib mantienen la
expresion de la proteina BCR-ABL a pesar de la inhibicion de la actividad cinasa
en.las células madre/progenitoras de la LMC, estudios in vitro han demostrado
que el tratamiento secuencial de aclarubicina A (ACM) junto el imatinib disminuye
los niveles de expresién de BCR-ABL conduciendo a la apoptosis asociado a la
disminucidn‘de la expresion de las proteinas antiapoptéticos Mcl-1 y BCL-xL en
la linea celular K562. Con los antecedentes antes mencionados se abre la pauta
para el descubrimiento de nuevos agentes con la actividad de diferenciacion

celular sobre células_ leucémicas que reduzcan la proliferacion tumoral.

2.9.1. Ribavirina como _tratamiento

La ribavirina [1-[(2R,3R,4S,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-1,2,4-
triazol-3-carboxamida (figura 12)"se desarrollé6 como un agente antivirico contra
varios virus de ADN y ARN, pero'si usé mas comun es el tratamiento del virus
sincicial respiratorio y en combinacién con el interferén alfa para el tratamiento
del virus de la hepatitis C “(80). Actualmente se tienen bien estudiados los
mecanismos responsables de su.actividad.antiviral, como un inhibidor especifico
de la inositida-5’-monofosfato deshidregenasa™ly 2 (IMPDH), una enzima que
cataliza el paso limitante de la velacidad de«Sintesis de novo de guanosin
trifosfato GTP. La ribavirina bloquea la~ehzima en el sitio de unién de inosina
monofosfato-monofosfato de xantosina (IMP-XMP), 1o que impide que el ADN o
ARN viral se repliquen dentro de la célula (81). Laleh.y+\colaboradores (82),
describen que la expresion y la actividad de IMPDH' esta marcadamente
elevadas en varios tipos de tumores animales y humanos, le’ gue se relaciona
estrechamente con la transformacion y proliferacién de células malignas. Por lo
tanto, se ha sugerido que los inhibidores de la IMPDH pueden ser buenos

candidatos para la quimioterapia contra el cancer (81).

En una revision de estudios previos descritos por Joshua Casaos. y
colaboradores (12), encontraron que ribavirina puede activar las vias apoptéticas
extrinsecas e intrinsecas en células K562 de una manera dependiente de Ia
dosis y del tiempo. Ademas se observo que una dosis de ribavirina >50 uM
provocan diferenciacion eritroide, lo que aumento de manera constante con el

tiempo de exposicion al farmaco en las células K562. De igual manera, el
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tratamiento con ribavirina dio como resultado una regulacién positiva de los
genes HB-B, HB-A y MPO, con disminucion de la expresion de MYC y AKT1.
Estos” cambios moleculares podrian ser responsables de inducir tanto la
difereneiacion como los procesos apoptoticos. La ribavirina también provoco6 una
disminucion, significativa en la expresion de la principal variante de ARNm de
BCR-ABL ( (b3a2), lo que puede abrir nuevas oportunidades hacia una

combinacion dermedicamentos especifica para la terapia de la LMC.

o)

OH N/

OR. OH

Figura 12. Molécula de ribavirina. Creado en BioRender.com.

Otro aspecto importante de resaltar sobre el us0.de ribavirina como agente
antitumoral es su accion inhibitoria sobre’la proteina 4k, especificamente en la
leucemia. Esto debido a que este oncogén esta elevado en aproximadamente el
30% de los canceres humanos, incluidos los subtipos primarios de LMA, LMC en
crisis blastica, la LLA y la LMC en fase cronica (12). Segun lodescrito por Casaos
y colaboradores en un ensayo clinico de fase I/ll (12), se examinaron los efectos
de la monoterapia de ribavirina en pacientes con LMA M4/M5, de los.€uales once
con enfermedad recidivante o refractaria recibieron 6 o0 mas ciclos de 28 dias de
ribavirina oral diaria, con dosis iniciales de 1000 mg/dia y aumento eventual a
dosis de 1400, 2000 y 2800 mg/dia. Para el dia 30, un paciente experimenté una
remision completa, 2 pacientes tuvieron remisiones parciales, otros 2 tuvieron
respuestas blasticas, 4 continuaron con enfermedad estable y 2 tuvieron

enfermedad progresiva, mientras que no hubo toxicidades relacionadas con la

terapia (12).
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Estos resultados impulsaron una mayor investigacion de su uso en terapia
combinada para la LMA M4/M5 a fin de aumentar la frecuencia y la duracion de
la‘respuesta clinica. Para ello se emplearon los anticancerigenos comunmente
utilizades para el tratamiento de la LMA como es la ARA-C, la idarubicina y la
azacitidina, los cuales se examinaron en combinacién con ribavirina en muestras
primarias de\pacientes. Notablemente, la terapia combinada de ribavirina con los
farmacos quimieterapéuticos dio resultados usando concentraciones 1000 veces
mas bajas que la'terapia estdndar con ARA-C e idarubicina (12). Se valid6é aun
mas el perfil de seguridad del uso de ribavirina en terapia combinada en un
ensayo clinico de fase“l.de seguimiento, donde se encontré que la dosis
recomendada era ciclos de 28 dias de 1400 mg orales dos veces al dia con
dosificacion continua para ribavirina e inyeccion subcutanea de 10 mg dos veces
al dia para dosis bajas de ARA-C (83). La combinacién fue bien tolerada sin
efectos adversos inesperados. Se observdé una respuesta completa en 2
pacientes, con una duracion de 224.y-743 dias cada uno. Dos pacientes tuvieron
una respuesta parcial y unasfespuesta blastica. Es importante mencionar que 0s
pacientes que presentaron respuesta cliniea tenian un nivel medio de ribavirina
en plasma de 33 mmol/L, mientras-que los’5 pacientes que respondieron tenian

niveles promedios de 19 mmol/L (83).

2.9.2. Mecanismos antitumorales‘de ribaviriha

Actualmente existen diversos estudios que han descrita’la)eficacia terapéutica
de ribavirina en una variedad de canceres, aunque los meganismos de accion
que le confieren estas propiedades siguen sin ser especificados. Algunos
estudios han caracterizado mejor estos efectos a través de estudios.preclinicos
y clinicos mas solidos que sugieren que el principal blanco de la ribavirina en es
eiF4E, modulado a través de la union directa y la inhibicion competitiva (84).
Complementando otros estudios también demuestran un efecto de la ribavirina
en diferentes tipos tumorales a través de otras proteinas, incluidas ERK, EZH2
e IMPDH (12). Los cambios en estas vias después del tratamiento con ribavirina

pueden ser el resultado de efectos indirectos de la inhibicion de 4E y IMPDH o

de la orientacioén directa de la ribavirina sobre las vias MAPK, ERK, MNK. En los
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siguientes apartados abordaremos las evidencias con respecto a los posibles

mecanismos de accion de ribavirina.

2.9.3sEfectos de ribavirina sobre elF4E

Factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E (elF4E) es una subunidad del
complejo elF4F.(factor de iniciacion de la traduccién eucariota 4F). Su funcién
consiste en la unién a la caperuza 5’ del ARNm, la cual se combina con elF4G y
elF4A para formar.el complejo del EIF4F. El inicio de la traduccidn en eucariotas
implica la union de elF4E a la caperuza 5’ (metil-7 guanosina) de los transcritos
de ARNm (85). La evidencia cientifica sugiere que los tumores que presentan
sobreexpresion de elF4E estan asociados a un mal prondstico y la resistencia a
los medicamentos, debido a que elF4E modula la traduccién de un conjunto de
genes que estdn implicados” en, la proliferacién, la supervivencia y la
carcinogénesis. Estos incluyen ciclinas.D1y D3, c-MYC, MDM2, VEGF, survivina
y BCL-2 (84).

Se ha demostrado que ribavirina actua como un inhibidor de EIF4E, esto a través
de su union en el sitio funcional™utilizado para_unirse a la caperuza 5’ de los
transcritos de ARNm in vitro (86). De"esta manera ribavirina y el ARNm diana
compiten por el sitio de union, la posterior transloeagion al reticulo endoplasmico
para la traduccion. Esto fue confirmado por Volponsy-colaboradores (86), los
cuales describieron que la adicién de trifosfato de ribavirina (RTP) a EIF4E
humano purificado dio como resultado cambios conformacionales en su
estructura. Estos hallazgos se observaron trabajando con ‘conCentraciones de
ribavirina clinicamente alcanzables que oscilaban entre 20 y 40.amol/L. Por otro
lado, también se analizo el analogo de ribavirina el farmaco tiazofdarina el cual
resulto incapaz de unirse a EIF4E por lo que no afecta su actividad, Jo que
sugiere que solo los anédlogos que mimetizan la estructura de la caperuza 5
tienen el potencial de inhibir a EIF4E (86).

Asimismo, también se ha demostrado que muchos subconjuntos de LMA tienen
un aumento en la expresiéon de EIF4E, asi como un aumento en la traduccién de

ciclina D1. Estos estudios preclinicos iniciales demostraron que la ribavirina

inhibia fuertemente la formacién de colonias de cultivos primarios de LMA M5.
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Ademas, al realizar el andlisis molecular se evidencio una reduccion de las
proteinas dependientes de EIF4E y una reduccién de la fosforilacion de AKT. De
igualsmanera la relocalizacion de EIF4E desde el nucleo al citoplasma se asocio
con la_respuesta clinica y en caso contrario, la localizacion nuclear continua o la
reentrada de EIF4E al ndcleo correlacion6 con la falta de respuesta clinica (84).
Estudios recientes adicionales han respaldado la modulacion de EIF4E de la
ribavirina en multiples tipos de cancer. Los estudios que involucraron tumores
sélidos (Carcinama. de células escamosas de la lengua, tumores cerebrales,
cancer de pancreas; carcinoma de células renales y retinoblastoma) y
hematolégicos (LMC‘Ph+) demostraron que el tratamiento con ribavirina, solo o
en combinacion con paclitaxel o radiacion, reduce la proliferacion in vitro e in vivo
(12).

En general, estos hallazgos sugieren que la ribavirina desempefia un papel en la
modulacién de EIF4E tanto en el(citoplasma como en el nacleo. Ademas, tanto
MTOR como 4EBP1 fosforilade se teducen, lo que indica inhibicion indirecta a
través de la via de la AKT, en-consecuencia los niveles de ciclina D1, c-MYC y
VEGF se reducen (87).

2.9.4. Efectos de ribavirina sobre IMPDH

Se ha reportado que el metabolito ribavirina 5-monofosfato (RMP) es capaz de
inhibir la enzima IMPDH a través del bloqueo del sitio de'union IMP-XMP, lo que
la convierte en un elemento determinante de los niveles de,guanina celular que
posteriormente seran fundamentales para la sintesis “de_.nucleétidos y la
sefalizacion intracelular dependiente de la proteina G. Se sabe.que existen dos
isoformas de IMPDH: IMPDHL1 es la que se encuentra mayormente\expresada
en células normales e IMPDH2 estéa vinculada a la transformacion maligna de las

células y la formacion de tumores (12).

En un estudio realizado por De la Cruz-Hernandez y colaboradores »(88),
evaluaron el tratamiento de ribavirina en la linea celular de cancer de mama
MCF-7, lo que resulto en una inhibicion del crecimiento de las células que se
comparaba con el provocado por el siRNA contra IMPDH, por otro lado, la

combinacion de ribavirina con siRNA no genero un efecto sinérgico sobre la

inhibicion del crecimiento de las células (88). En cuanto a el tratamiento con
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ribavirina en células de leucemia se produjo en una disminucion significativa del
ARNmM de IMPDH2 y regul6 al alza otras vias involucradas en la biosintesis de

purinas (12).

Asimisme, la inhibicién de IMPDH por ribavirina en células de glioma se asocia
al incremento de apoptosis y a la induccion de autofagia. El tratamiento también
dio como resultado una disminucion de la actividad de mTORC1 mediante la
disminucion de la sefializacion de Src/AKT. Por el contrario, la sustitucion de la
ribavirina por el inhibidor de la IMPDH tiazofurina replicé los efectos obtenidos
por el farmaco. EN\resumen, estos reportes confirman la capacidad del
tratamiento de ribavirina/para inhibir la proliferacién celular activando procesos

como la apoptosis y la indueCion de la autofagia (89).

2.9.4. Efectos de ribavirina’sobre las vias MAPK, ERK, MNK.

Como se mencion6 en el punto“2:4.1. la via MAPK desempefia un papel
importante en el desarrollo, la/praliferacion’y la supervivencia celular. Por lo cual
comunmente estan involucradas en la gatogénesis del cancer debido a la
sobreexpresion de algunas de las proteinas‘que_forman parte, como Ras, Raf,
MEK1/2 y ERK. En un estudio empleando la linea celular de melanoma IGR39,
a través de ensayos de inmunoprecipitacion encontraron que ribavirina redujo la
interaccion entre las proteinas Ras y Raf debido”a una reduccién en la
fosforilacion de ERK (12). Esto sugiere que el efecto_en_la actividad de ERK
podria asociarse a tres posibles causas; la falta de la interaccion de Raf con Ras;

la interaccion directa de ribavirina con ERK; y la modulacion.de“EIF4E (12).

En otro estudio que investigo la terapia para la LLA y la LMC con ribavirina (30 y
60 pmol/L) e imatinib, encontraron reduccion de las formas fosforiladas de
EIFAE, MEK, ERK y MNK1 en la linea celular SUP-B15 de la lEA. Se
demostraron efectos similares en blastos primarios de LLA derivades, de

pacientes, aunque con una dosis notablemente mas alta de ribavirina (500 pM)

lo que destaca aun mas el efecto de la ribavirina en la via MAPK (90).
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2.10. Linea celular K562 como modelo de estudio.

La linea celular leucémica humana K562 se ha propuesto como un sistema
modeloJin vitro muy Util para estudiar el mecanismo o mecanismos moleculares
que regulan la expresion de genes de globina humana embrionaria y fetal, asi
como parasdeterminar el potencial terapéutico de nuevos compuestos inductores
de la diferenciacion (82). Esta linea celular, aislada y caracterizada por Lozzio y
Lozzio de un paciente con leucemia mieldgena cronica en crisis blastica, exhibe
una baja proporcién“de células sintetizadoras de hemoglobina en condiciones
estandar de crecimiento.celular, pero es capaz de experimentar diferenciacion
eritroide cuando se trata’con una variedad de compuestos, que incluyen hemina,
ARA-C, acido butirico, azaeitidina y cromomicina y mitramicina. Después de la
induccion eritroide de las celulas K562, se observa un fuerte aumento en la
acumulacion citoplasmica de Hb"Partland (2 HB-Z, 2 HB-G) y Hb Gower 1 (2 HB-
Z, 2 HB-E), acompafiado de un aumentp en la expresion de los genes de HB-E
y HB-G humana. Los estudios/in vitro demuestran que los inductores conocidos
de la diferenciacién eritroide K562, como la hidroxiurea, la eritropoyetina, los
butiratos y la 5-azacitidina, también son ‘eapaces de inducir la produccion de
hemoglobina fetal cuando se administran individualmente o en combinacion a
células eritroides normales (32). Con respecto a’este punto, el &cido butirico y la
5-azacitidina han sido objeto de informes recientes centrados en el tratamiento

in vivo de las beta talasemias (52).
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3. Justificacion

Como se abordé anteriormente las leucemias y talasemias son enfermedades
de alteeimpacto a nivel mundial, tanto por su efectos degenerativos como por sus
tratamientos, los cuales presentan muchas complicaciones a los pacientes.
Debido a~eSte panorama las investigaciones actuales estdn centradas en la
bdsqueda de_eompuestos que sean capaces de iniciar la diferenciacion de las
células inmaduras generadas por las leucemias y/o promover la sintesis de
hemoglobina para” combatir las talasemias. Esta necesidad se ha renovado
debido a la rentabilidad y los tiempos largos que se toman en el desarrollo y
aprobacion de nuevos farmacos, lo que ha llevado a investigar propiedades
terapéuticas previamente no. caracterizadas entre medicamentos que ya han

alcanzado la aprobacion de-las.autoridades sanitarias.

Un candidato para el reposicionamiento es la ribavirina, un agente antiviral usado
como tratamiento de diversas enfermedades virales. Aunque estudios recientes
han demostrado que ribavirinaitiene propiedades antineoplasicas prometedoras,
el estudio y la comprension.de_los mecanismos de accidon podria ofrecer
informacion importante sobre- su apligacion en diferentes condiciones

patoldgicas.

Aunque los resultados preclinicos y clinicos premetedores en monoterapia y
terapia combinada para varios tipos de tancer se“basan principalmente en el
efecto de la ribavirina sobre el factor 4E, adn” no se ha esclarecido
completamente si su eficacia terapéutica se basa“unicamente en este
mecanismo o si también involucra acciones complementarias en diferentes
procesos celulares como es la inhibicion de IMPDH y la regulacion sobre las vias
MAPK, ERK, MNK. La acumulacion de datos sigue arrojando luz ne”solo sobre
los posibles mecanismos de accion, sino también sobre las vias cruciales en

distintos tipos de cancer que podrian ser afectadas por la ribavirina.

Por lo tanto, es imperativo llevar a cabo investigaciones adicionales para explorar
estos mecanismos de accibn que contribuyen a las propiedades
anticancerigenas de la ribavirina. Estos estudios no solo mejorarian su posible

aplicacion en diversas enfermedades, sino que también servirian como ejemplo

de los beneficios del reposicionamiento de medicamentos. Esto, a su vez, podria
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incentivar a los investigadores a continuar buscando candidatos clinicamente
efectivos y rentables que ya se utilizan de manera segura en la practica médica

actual” sin generar efectos adversos tan agresivos como las terapias

antineoplasicas comunmente usadas.
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4. Hipotesis

El tratamiento con ribavirina en la linea celular de leucemia mieloide crénica

humana K562 inducira la exprésion de marcadores asociados a la diferenciacion

eritroide mediante la regulacion de las vias AKT y MAPKSs.
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5. Objetivos

5.1/General

Evaluar el-efecto de ribavirina sobre la regulacion de las vias MAPK y AKT, asi
como de la.actividad de la proteina EIF4E durante la diferenciacion eritroide en

las células K562.

5.2. Especificos

1. Determinar cualitativa y.semicuantitativamente la diferenciacion eritroide de
las células K562 tratadas con  ribavirina mediante tincibn con bencidina,

microscopia Optica y espectrofotometria.

2. Evaluar la viabilidad celular de=la*linea K562 durante la inducciéon de la

diferenciacion con el tratamiento.de ribayirina a través del ensayo XTT.

3. Estudiar el efecto del tratamiento con fribavirina en las fases del ciclo celular

de las células K562 por tincion con'yoduro de propidio y citometria de flujo.

4. Analizar la expresion de marcadores y'rutas de diferenciacion en células K562

tratadas con ribavirina por RT-PCR y western blot.
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Metodologia
6/1. .Esquema de trabajo

Cultivo celular
K562

|

Tratamiento de las

células K562
S
Pruebas de viabilidad celular Pruebas de diferenciacion eritroide
|
' ' ! '
Evaluacion de Analisis del ciclo Tincioncon  Analisis de genes por  Analisis de proteinas
viabilidad celular  celular por citometria bencidina gPCR por western blot
con XTT de flujo |

» Anilisisestadistico\ #
Figura 13."Esquema general de trabajo.

6.2. Cultivo celular

Se empleo un modelo de células eritroleucemicas K562 obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC) con numere de catalogo CCL-243
aisladas de médula 6sea de un paciente con leucemia mieldgena crénica de 53
afos y caracterizadas por un estadio indiferenciado de UFC-E y la traslocacion
del cromosoma Filadelfia. Su proliferaciéon requiri6 RPMI#1640 (Gibco™)
complementado con suero fetal bovino (10%), L-glutamina (2-mM),, penicilina-
estreptomicina [1 mL/L (Thermo Scientific®)] y CO2 (5%) a 37°C.

El cultivo se realizé de manera estéril en una campana de flujo laminar’(Fhermo
Scientific® MSC Advantage). Brevemente, se tom6é 10 mL de RPMIL 1640
(Gibco™) complementado con suero fetal bovino (10%) y penicilina-
estreptomicina (10 pL), la mezcla se colocé en un frasco de cultivo celular(de
75cm? (Corning®), al cual se la adiciono 8 x 10* células de la linea K562 y L~

glutamina (2 mM) para promover el crecimiento. La células fueron incubadas a

37°C en una incubadora de CO:2 (5%) con chaqueta de agua (Thermo Scientific
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Forma™ Serie Il 3110). El medio de cultivo fue renovado cada 3 a 4 dias para

evitar el estrés celular.

6.3. Tratamiento de las células K562

InicialmentesJlas células K562 fueron tratadas con ribavirina (Sigma-Aldrich®
disuelta en Dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich®) en concentraciones de 10, 20, 30,
50 uM. Para mantener constantes las concentraciones de los farmacos que
disminuyen durante/los ensayos debido al metabolismo de las células, este
tratamiento fue adicionado nuevamente a las 72 h, evitando la perdida de
disponibilidad durante,todo el tiempo de las pruebas. Como farmaco de
referencia se us6 CDDP-a«una concentracion de 5 uM (Sigma-Aldrich®) en
solucién salina, ademas de un.control sin tratamiento.

A fin de determinar los efectos de'la inhibicion de TORC1 y de MEK/ERK durante
la diferenciacion eritroide se utilizd 'como tratamiento 100 uM de PALOMID 529
(Sigma-Aldrich®) y 100 uM_de PD184352 (Sigma-Aldrich®) respectivamente
(23,91).

6.3. Determinacion de la diferenciaciényeritroide

La produccién de hemoglobina en la§ células.se.determind a través de la
reaccion especifica de bencidina/peréxido de hidrogene, catalizada por el grupo
“‘hemo” y fundamentada en la descomposicion del HZO2/a Oz cuyo proceso de
oxidacion de la bencidina genera un derivado verde o‘azul que es detectado
colorimétricamente (10). Inicialmente, 6 x 10 células fueron $embradas por pozo
en una placa de 24 pozos conteniendo 2 mL de RPMI 1640 e incubadas durante
periodos de 72 a 168 h (3-7 dias). Posteriormente, las células K562 fueron
recolectadas por centrifugacion (2000 rpm/5 min), lavadas con 1 mL{de PBS 1X
(tres veces), homogenizadas en 100 pL de PBS 1X y tefiidas con 50 L.de una
solucion de tincion (bencidina 0.4%; acido acético glacial 12%; H202 2%;j-agua
destilada) por 30 minutos protegidas de la luz. El porcentaje de células

diferenciadas fue calculado contabilizando en 100 células por muestra con ayuda

de una camara de Neubauer y microscopia 6ptica de alta resolucién (Carl Zeiss®
modelo AxioCam ICc 1) (82).
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La determinacion cuantitativa de células diferenciadas fue realizada colocando
100.pL de la suspension celular mas 50 pL de la solucion de tincidn con bencidina
en.una placa de 96 pozos, tras un reposo de 30 minutos en condiciones de
obscuridad, se determind la densidad 6ptica (espectrofotémetro Epoch, Bioteck®
a 570 nm) colocando el equipo en lectura de placa de 96 pozos 6.5 mm de radio
(82).

6.4. Evaluacién-de viabilidad celular con XTT

Para los ensayos dewiabilidad celular se empled 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H- tetrazolie#5-carboxanilida (XTT) el cual se basa en la escision de
la sal amarilla de tetrazolio“larcual es reducida por los cofactores de nucledtidos
de piridina NADH y NADPH mitocendriales para formar un colorante de formazan
naranja por células metabdlicamente activas, esta solucion coloreada resultante
es cuantificable por espectrofotometria. Para llevarlo a cabo se utilizé un total de
3 x 103 células/pozo en 100 plsde RPMI 1640, las cuales se sembraron en placas
de 96 pozos con determinaciones de viabilidad cada 24 horas por un periodo de
72 a 168 h. Brevemente, a partirde las 72 horas de cultivo, 50 uL de una solucién
XTT (XTT Labeling Reagent; Electron-coupling Reagent 50:1, Roche®) fue
adicionada a cada pozo manteniendo ‘un periode de incubacién de 4 h en
condiciones de obscuridad. Transcurride”“este tiempa se procedié a realizar la
lectura de la placa en un espectrofotometro para Micfoplacas Epoch a 492 y 690

nm (Bioteck®).

6.5. Analisis del ciclo celular por citometria de fluje

Un total de 10 x 10* células fueron sembradas en 2 mL de RPMI 1640 en placas
de 6 pozos durante 48 y 72 h. Tras el periodo de incubacion, las célulassfueron
centrifugadas (2000 rpm/5 min), lavadas (1 mL PBS 1X) y fijadas en 300 pL de
buffer de citratos (citrato trisédico 40 mM; sacarosa 250 mM; pH 7.6; DMSQO 5%)
en etanol frio al 70%. Previo a la lectura de las células en el citbmetro de flujo
(FACS Canto I, ByoSystems®) se realiz6 el protocolo de Vindelov, Christensen,

& Nissen, 1982 (92) que consistid en afiadir al tubo de reaccion: 200 pL de una

solucion A (NP-40 0.1%; tetrahidrocloruro de espermina 1.50 mM,; tripsina 0.3
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mg/mL), 200 pL de una solucion B (inhibidor de tripsina 0.5 mg/mL; 0.1 mg/mL
ribopucleasa; pH 7.6) y 160 puL de una solucion C (yoduro de propidio 0.416
mg/mL; tetrahidrocloruro de espermina 1.16 mg/mL) manteniendo un reposo de
15 min«en-hielo en condiciones de obscuridad. Finalmente, fueron cuantificadas
de 20 a 40 células/seg a una velocidad de flujo de 12 pL/seg en presencia de un

haz de luzfazul a 488 nm con laser de iones de argdn para la excitacion.

6.6. Analisis de-genes por gPCR

El ensayo fue realizado-a partir de la siembra de 8 x 10* células K562 en cajas
de 6 pozos con 2 mL de RPMI 1640 previamente tratadas e incubadas a 48, 72
y 96 h. Posterior al cultivo, el medio fue eliminado mediante centrifugacion (2000
rom/5 min) y lavados (1 mL PBS 1X). Las células fueron sometidas a procesos
de extraccién y purificacién de ARN.total a partir de un Total RNA Purification Kit
(Norgen, Biotek®), a cuantificacion\, por espectrofotometria en un Take3
Microvolume Plate (Epochy/Bioteck®) y. a retrotranscripcion mediante un
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit.de acuerdo con las condiciones del
fabricante (Thermoscientific®). Para las reacsiones de gPCR (Rotor-Gene Q,
QIAGEN®) se usaron los oligonucleétidos enlistados en la tabla 1, usando al
GAPDH como control endégeno. La expresion relativa fue calculada a partir del
método 2™ 22Ct el cual compara la variacion de la.expresion (ACt) del gen de

interés con la del gen de referencia (GAPDH) (93).

Tabla 1. Oligonucleétidos seleccionados para el analisis de expresion de genes.

Marcador de diferenciacion Rutas de diferenciacion

HB-A1,2 KLFE-1

HB-B FAM122

HB-G EIFAE
TAL-1
GATA-1
GATA-2
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6.7. Andlisis de proteinas por western blot

El ensayo se realizd a partir de 8 x 10 células de la linea K562 sembradas en
frase0s de cultivo celular de 75cm? que contenian 10 mL de medio RPMI 1640,
se utilizaron tiempos de incubacién con tratamiento de 72 y 96 h. Para la
extraccionde, proteinas totales, las células expuestas a ribavirina y CDDP se
lavaron tres #eces con 1 mL de PBS 1X por centrifugacién a 2000 rpm durante
5 minutos para-€eliminar el medio, posteriormente las células fueron tratadas con
200 pL de soluciénde lisis celular (RIPA) suplementado con inhibidores de
proteasas (0.5 M Tris-HCI [pH 7.4], 1.5M NacCl, 2.5% &cido desoxicélico, 10%
NP-40, 10mM EDTA, 1 mM PMSF), para promover la lisis se uso ultrasonido con
punta sonica y congelacion rapida con nitrégeno liquido. La calidad de las
proteinas obtenidas se carrobor6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida tefiidos con azul de coomasie al 2%. La deteccion de las proteinas
HB-B (SC-21757), HB-G (SC-21756), TAL1 (SC-393287), GATA-1 (SC-265),
p38 (SC-535), p38-P (SC-17852), ERK (SC-1647), ERK-P (SC-7383), AKT (SC-
55523), AKT-P (SC-7985), EIFAE (SC-9976), EIFAE-P (SC-12885), se llevo a
cabo mediante anticuerpos - especificeS je(Santa Cruz Biotechnology).
Brevemente, las proteinas se Sometieron” a electroforesis en geles de
poliacrilamida del 15 o 18% dependiende-del peso.molecular y se transfirieron a
membranas de PVDF (Immobilon®-P) en camara himeda (Bio-Rad®). Después,
las membranas se incubaron con anticuerpos primaries-utilizando una dilucién
1:1000 dirigidos contra las proteinas diana a 4°C durante*toda la noche. Para la
deteccion del complejo proteina-anticuerpo primario se emplearon anticuerpos
peroxidados utilizando el sistema de quimioluminiscencia (ECL; Millipore), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La normalizacion de la cantidad de
proteina totales se determind utilizando anticuerpos que reconocen.a, GADPH
(Santa Cruz Biotechnology), proteina que se expresa de manera constitutiva. El

analisis cuantitativo de los niveles de proteina y fosforilacion se bas@™en el

software ImageJ.
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6.8. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se gener6 una base de datos en el software GraphPad

PrimS 8 donde fueron analizados todos los ensayos con sSus respectivos

triplicados’mediante pruebas de ANOVA de una sola via y pruebas post hoc de
Tukey. Un#valor de p<0,05 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001) fue

considerados€como estadisticamente significativa.
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7.Resultados y discusion

7.2, Determinacion de la diferenciacion eritroide

La capacidad de la ribavirina (RB) para inducir la diferenciacion eritroide se
evalud’en células K562 tratadas durante un maximo de 168 h. De acuerdo con
la figura d4) el porcentaje de células diferenciadas aumentd de manera
dependiente“deltiempo y la concentracion empleada de RB. EIl porcentaje de
células diferenciadas mostr6 una diferencia significativa a partir de la
concentracion 10sUM respecto al control (p<0.0001) desde las 72h de
tratamiento. Por otra parte, la concentracion mas alta del tratamiento (50 M) con
RB indujo un 98% de diferenciacion en las células a las 168 h, mientras que a
las 72 h se observa un 44.5% de diferenciacién. Comparando estos porcentajes
con el farmaco de referencia"CDDP, el comportamiento en la diferenciacion

respecto al tiempo fue parecido’a la.concentracion de 10 pM.
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— drdkdr &
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w 'Ll
3 " =~ RB 20 uM
E “i*i*
‘s 60+ ¥ RB 30 pM
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Figura 14. Determinacion cualitativa de la diferenciacion de células K562 por microscopia éptica;
CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con post hoc de Tukey vs grupo CT,;

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; las barras representan las medias + DE.
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Para verificar los datos obtenidos mediante los ensayos de las células tefiidas
con_bencidina, se realiz6 un ensayo cuantitativo basado en la lectura de la
absorbancia de la hemoglobina tefiida con bencidina, donde se midio la DO de
las células.K562 tratadas con RB. En la figura 15, se muestra el comportamiento
de las ceélulas durante la induccion de diferenciacion con RB, donde de igual
manera que'los resultados reportados en el ensayo morfologico, la diferenciacion
eritroide fue  dependiente del tiempo y de la concentracion empleada.
Describiendo los‘resultados, observamos que la concentracion de 10 uM de RB
(0.134 de DO) exhibié,una diferencia significativa respecto al control (0.114 de
DO) a partir de las' 72yh de tratamiento (*p<0.05). El punto mas alto del
tratamiento con la RB se obtuvo con la concentracién 50 uM, la cual genero un
valor de 0.163 DO a 72 h y en el tiempo final de 168 h alcanzo un méaximo de
0.499 DO (p<0.0001). Por ultimo, el farmaco de referencia CDDP registré una
diferenciacion celular (0.205 DO)a~72 h mayor a todas las concentraciones de
RB, pero su incremento conforme altiempo fue minimo, mostrando una DO de

0.300 a 168 h, similar a la concentracion-de 20 uM de RB.
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Figura 15. Determinacién semicuantitativa de la diferenciacion de células K562 por microscopia

Optica, CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con post hoc de Tukey vs grupo
CT; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; las barras representan las medias + DE.
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Se documento la morfologia y la variacion de la tincién con bencidina, que se
observo en presencia de las diferentes concentraciones de RB (figura 16). Se
encontré que las células K562 diferenciadas sin tratamiento (control) exhibieron
una tipcion tenue lo que indica una baja presencia de hemoglobina, en
comparacion con el tratamiento con RB de 10 uM que presentd un mayor grado
de tincién/ demostrando niveles mas altos de hemoglobina al incrementar la
concentracion de,RB, como se observa en la células expuestas a 30 uM de RB,
donde la tincion abarca toda la célula. Respecto al tratamiento con CDDP (5 uM),
el grado de tincioncelular fue similar a las concentraciones de 10 y 20 uM de
RB. La morfologia de las)células tefiidas con bencidina que fueron expuestas a
tratamiento con RB en concentraciones de 30 y 50 pM presentan forma
redondeada o ligeramenté ovalada, sin la presencia de granulos con una
membrana celular lisa, en comparacion de las células no tefiidas o parcialmente
tefidas que presentan una formasmas ovalada irregular, con presencia de

granulos.
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Figura 16. Diferenciacion de células K562 con ribavirina, RB: ribavirina, CDDPs, cisplatino.
Observacion morfoldgica de las células teflidas con bencidina en aumento 40X, lasflechas rojas

sefialan las células bencidina positiva.

La presencia de hemoglobina dentro de la célula es una caracteristica exclusiva
de las células eritroides maduras (94). Asi que a través de estos resultados'se
demuestra el potencial inductor de la diferenciacion de la RB en concentraciones

menores a 50 pM. Estos resultados complementan los descrito por Joshua

Casaos y colaboradores, en los cuales se encontré diferenciacion eritroide con
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RB en concentraciones mayores a 50 uM (12). Con los resultados anteriores
podemos determinar que la concentracion 6ptima para inducir diferenciacion
eritroide es de 30 uM de RB, ya que presenta un mayor nivel de diferenciacion
celularsen. referencia al farmaco control CDDP con una diferencia de 55%
observado por microscopia éptica y una diferencia de 0.064 DO registrada por
espectrofotometria, ambas a 168 h de tratamiento. Ademas la concentracion de
30 uM de RB obtuvo porcentajes similares de diferenciacion eritroide que la
concentracion de’'RB mas alta empleada (50 uM), registrando un 94% de células
diferenciadas pararambas concentraciones a 144 h y de 97.5% para 30 uM de
RB y 98% 50 uM de RB"a 168 h, comprobado por microscopia Optica.

7.2. Evaluacion de viabilidad celular con XTT

Con el objetivo de evaluar si elstratamiento con Rb afecta la viabilidad de las
células durante la diferenciacion,.'Se realizaron evaluaciones mediante XTT
durante los diferentes tiemposdel tratamiento. En la figura 17, se muestra que a
partir de la concentracién de 10.4M de RB/se alcanzé una inhibicién del 23.534%
de la viabilidad con respecto a las ¢élulas control (p<0.001) a las 72 h, obteniendo
su maxima inhibicion de 41.211% a 120 h. Ens€hcaso de la concentracion de 50
UM de RB, se presentd el mayor inhibicion dela viabilidad celular con un
84.501% a 120 h (p<0.0001). Respecto“al efecta del farmaco control CDDP,
podemos observar que este tuvo un comportamiento parecido a la concentracion
de 30 uM de RB, donde ambos a 120 h obtuvieron una_inhibicién promedio de
67% (p<0.0001). En otras palabras, RB a 30 uM posee la misma eficacia para
generar la inhibicién la viabilidad de células eritroleucemicas, K562 que el
farmaco de referencia CDDP a 5 pM, siendo esto desde el punto de vista
terapéutico es una gran ventaja ya que un tratamiento antineoplésico con RB
exhibiria efectos secundarios menos severos como tos, diarrea,<acidez
estomacal, piel seca, sarpullido, entre otros no tan graves, comparados eon los
del CDDP siendo los mas significativos la neuropatia Optica, la ototoxicidad, la

nefrotoxicidad aguda y cronica (10).

En cuanto a los tiempos de 144 y 168 h, aunque la viabilidad celular fue

significativamente menor al control, se observé un aumento gradual en el

porcentaje de la viabilidad celular a partir de las 144h. Este comportamiento
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podria esta relacionado con los cambios morfol6gicos generados por el proceso
de diferenciacion eritroide y que afectan el metabolismo del XTT. En este sentido
podemos decir que el incremento no esta asociado exclusivamente a un mayor
namere” de células diferenciadas, también podria estar relacionado con un
metabolismo diferente del formazan en las células diferenciadas, debido a que
un eritrocito'maduro sufre la pérdida de su nucleo y de sus mitocondrias, ya que
es necesario por sus funciones especificas del transporte de oxigeno. Esto
conlleva a que’_sus mecanismos de obtencion de energia se basen
principalmente en'un 95% de la glucolisis y el otro 5% en la via de las pentosas,
esto reduce en grammedida la cantidad de enzimas deshidrogenasas
disponibles capaces de metabolizar el XTT a comparacién de las células con

presencia de mitocondria (95,96).

Estos hallazgos sugieren que como se ha descrito que la RB es un inhibidor de
IMPDH, enzima que se encuentra estrechamente relacionada con la
transformacién y proliferacionsde celulas malignas, ya que cataliza el paso
limitante de la velocidad de“sintesis” de/novo de GTP, disminuyendo asi el
potencial proliferativo de las células K562 (81,97). Sin embargo, no se pude
descartar el efecto que RB puede tener sobre los, multiples blancos celulares que

son afectados directa o indirectamente.
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Figura 17. Viabilidad de células K562 con ribavirina, CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino.
ANOVA con post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; las
barras representan las medias + DE.

7.3. Andlisis del ciclo celular por_eitometria de flujo

Con el fin de analizar el efecto de RB sobre la transicién entre las fases del ciclo
celular durante la diferenciacion eritroide, se utilizé el analisis de citometria de
flujo mediante la tincibn con yoduro de propidio. La figlra~18 muestra la
distribucion de las células en las distintas fases del ciclo celular después de 48 y
72 h de tratamiento. En la cual se demuestra que no existendiferencias
significativas en la proporcion de células en las fases G1, Sy G2/M arlas 48 h de
tratamiento con RB (p>0.05). Sin embargo, el farmaco de referencia .CDDP
mostro un arresto significativo de las células en fase G2/M (57.82%) con respecto
al control (7.99%) (p<0.0001).

Contrario a los datos obtenidos a 48 h, se puede observar que al tratamiento con

RB a 72 h produjo un incremento en la cantidad de células presentes en la fase

G2/M. Este incremento fue dependiente de la concentracion, ya que a partir de
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la concentracion de 10 pM mostré un incremento significativo del 17.76%
(p<0.05) hasta un 31.99% a los 50 uM (p<0.0001). Este incremento se relaciond
con_la reduccion de la proporcion de células en fase S. Mientras que CDDP
generd.de.igual manera el mayor porcentaje de células en la fase G2/M (81.2%)
con un incremento importante en la apoptosis celular de 11.88%
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Figura 18. Distribucion de las fases del ciclo celular de la linea K562 aydiferentes concentraciones
de ribavirina, CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA=con post hoc de Tukey vs
grupo CT; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001; las barras representan las medias *+ DE.

Los resultados obtenidos para CDDP, estén relacionados con su'mecanismo de
accion anteriormente descritos por Lee y Kim, 2005 (98). Consistentes con la
actividad del farmaco, ya tiene la capacidad de interactuar cons muchos
componentes celulares que contengan sitios nucleofilicos, como las‘proteinas,
los fosfolipidos de membrana, los microfilamentos del citoesqueleto, el ARNYy el
ADN. Siendo esta unién al ADN nuclear la genera los aductos que incluyen
entrecruzamientos de ADN entre cadenas e intracadenas y entrecruzamientos
de ADN-proteina, siendo el aducto mas comun el entrecruzamiento

intracatenario entre guaninas adyacentes (figura 19). Este efecto se traduce en

un dafio al ADN inducido por CDDP, lo que provoca la detencién del ciclo celular
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en el punto de control de la fase G2, evitando la progresion a la fase M hasta que
el ADN dafado este reparado. Este mecanismo se activa generando un aumento
dela-concentracion y actividad de la proteina p53, a su vez activa la transcripcion
de genes que codifican a las proteinas inhibidoras de las cinasas dependientes
de ciclinas (Cdk), tales como p21 y p16. Si el dafio es demasiado grave como
para ser reparado, p53 puede inducir a la célula a su muerte por apoptosis a
través de la transcripcion de Bax (99). Esto lo vemos reflejado en los resultados
de la figura 174 donde se muestra que CDDP reduce la viabilidad celular
(58.64%) sin incrementar significativamente la diferenciacion eritroide debido al

arresto en G2/M e induccion de apoptosis.

Figura 19. Principales aductos formados en la interaccion del cisplatino con‘el ADN. (a)
entrecruzamiento entre hebras; (b) entrecruzamiento intracatenario; (c) enlacé cruzado ADN-
proteina. Modificado de “Is Cisplatin-Induced Cell Death Always Produced by-Apoptosis?”,

elaborado por Gonzales y colaboradores, 2001 (100).

En cuanto a RB, el analisis del ciclo celular revelo que a 48 h no se genera efécto
significativos respecto al control permaneciendo la mayoria de las células en fase
S, lo que significa que no hubo cambios en el comportamiento habitual de las
células eritroleucemicas K562 presentes en G1y G2. Este hallazgo podria estar
asociado a que BCR-ABL activa la cinasa dependiente de ciclina Cdk2 a través
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de la via PI3K-AKT induciendo la progresion del ciclo celular desde G1 a S
estando la mayor parte de las células en fases S, lo que indica que su potencial
proliferativo no se vio afectado a las 44 h (61). No obstante, a las 72 h, RB
provoce un desplazamiento significativo de las células de la fase S a la fase
G2/M, este_ cambio se debe a nuestra hipotesis inicial, en el cual las células se
encuentran ‘en un estadio diferenciado, lo que promueve que dichas células
pierdan su potencial proliferativo (figura 18, 72 h), pero mantengan su viabilidad
celular (figura 1¥),.lo que correlaciona con los resultados de la figura 14, en la
cual se observa gue~a 72 h RB presenta un incremento significativo de la

diferenciacion eritroidesdesde la concentracion mas baja (10 uM).

7.4. Andlisis de genes por.gPCR

Para establecer la correlacion entre 1os niveles de diferenciacion con respecto al
nivel de expresion de los marcadores' de diferenciacion eritroide se analizo la
expresion de los genes globina alfa, glebina beta, y globina gamma, asi como
los genes implicados en su regulacion: KLF1, TAL1, GATAL, GATA-2, FAM122
y eiF4E. Como se observa en lafigura 20, la’RB aumentd la expresion del gen
de HB-A de manera dependiente dé la“concentracion y del tiempo. Se observa
que a partir de 20 uM hubo un incremento significativo de la expresion de 1.99
veces (p<0.05) con respecto al control a‘partir de 48.h. A las 72 h la expresion
del gen aumentd 3.17 veces con la misma concentragion de RB (20 uM) y
finalmente, alcanzo un nivel de expresion del gen HB-A de7.66 veces a las 96 h
(p<0.0001). Este incremento dependiente de la concentracion y del tiempo

alcanzo un valor maximo de 13.55 veces con la concentracion'de’50 uM a 96 h.

A través de estos ensayos se puede proponer que RB es capaz'de_inducir el
incremento de la expresion del gen de HB-A, destacando que esta globina es de
suma importancia para la formacién de las hemoglobinas Gower lll, fetaladulta

1y 2, por lo que su sintesis es necesaria para la formacion de estas ultimas tres

y para para el correcto transporte de oxigeno y evitar el desarrollo de anemias
(18).
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Figura 20. Expresién del gen HB-A1-2, €T: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001; las barras
representan las medias + DE. Los datos abtenidos representan el cambio de veces en relacion

con la expresion de genes diana en comparacion con las células K562 no tratadas (CT).

De acuerdo con el andlisis de expresion de’la globina beta, se puede describir lo
siguiente. La expresion del gen de*HB-B tuveteduccion en su expresion a las 48
h de tratamiento; El tratamiento com™las diferentes concentraciones de RB
disminuyo la expresion de HB-B hasta 0.37 veces<€n.la concentracion mayor (50
MM) respecto al control (p<0.05), a diferencia de” €DDP que incremento la
expresion 1.35 veces (p<0.0001) (figura 21). A las 72 h les niveles de expresion
del gen se mantuvieron a nivel control, observando un aumento de 1.73 veces
en el tratamiento con CDDP (p<0.01). Finalmente, el tratamiento a las 96 h con
RB genero un aumenté a partir de la concentracion de 30 puMvde 1.66 veces
(p<0.05). Cabe mencionar que CDDP mantuvo un incremento de_.a expresion
mayor a 2 veces (p<0.0001) a partir de las 48h. Teniendo en cuenta. estos
resultados, se puede observar que RB tiene un menor efecto sobre la expresion
del gen de HB-B en comparacion con HB-A. No obstante se puede observar gue
a concentraciones de 30 UM se requieren tiempos prolongados de exposicién
para generar un aumento modesto de la expresion del gen. En otras palabras,
RB promueve la formacion de hemoglobina adulta en menor proporcion, ya que

la sintesis de globina beta alcanzo menores niveles de expresion (53). En cuanto

a CDDP, demostrd ser un promotor de la expresion del gen HB-B desde las 48
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h, esto sugiere que la hemoglobina adulta es la que se encuentra presente en la

células diferenciadas por este farmaco.
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Figura 21. Expresion del gen HB-B,.CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001;

representan las medias + DE. Los dates obtenidossrepresentan el cambio de veces en relacion

las barras

con la expresién de genes diana en comparacion cen las células K562 no tratadas (CT).

Para concluir el analisis de expresion dejlos genes.marcadores de diferenciacion
se analiz6 el gen de HB-G (figura 22). Se abserva-que RB no genero cambios en
la expresion a 48 h con las diferentes concentracionesysin embargo, después de
72 h de tratamiento, la expresion del gen se incrementd a partir de 20 uM,
alcanzando un nivel de 3.83 veces con 50 uM. En cuanto al tiempo de 96 h
aumento en la expresion de HB-G gen se presento desde la contentracion mas
baja (10 uM), teniendo un maximo de expresion de HB-G con 50 uM de RB de
13.84 veces (p<0.0001). Por otro lado, CDDP mantuvo un nivel de expresion en

promedio de 2 veces con respecto al control durante los tiempos de 10S ensayos.

Este efecto de la RB sugiere que es capaz de promover principalmente la'sintesis
de hemoglobina fetal (HbF), ya que esta tipo esta conformada por dos cadenas
globinicas alfa y dos gamma. La HbF solo se encuentra presente durante.la
etapa embrionaria y fetal, para luego reducir sus niveles a menos del 0.6% en el
adulto, ademas posee la caracteristica de tener mayor afinidad al oxigeno que la
hemoglobina adulta, a pesar de ello se ha descrito que aumentos en su
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concentracion en pacientes con beta talasemias se asociaron con una tasa
reducida de episodios dolorosos agudos, menos Ulceras en las piernas, menos
osteonecrosis, sindromes toracicos agudos y por lo tanto, menor gravedad de la
enfermedad (52).
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Figura 22. Expresion del gen HB-G, CT¥ control, RBisribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0(01,.***p<0.001, ****p<0.0001; las barras
representan las medias + DE. Los datos obtenidos representan el cambio de veces en relacion

con la expresién de genes diana en comparacign con las células K562 no tratadas (CT).

El andlisis realizado a los genes implicados en la regulacion de la diferenciacion,
como es el caso de KLF1 presento los siguientes resultados (figura 23). La
concentracion de 20 uM de RB incrementa la expresiondel gen KLF1 en 1.31
veces respecto al control a las 48 h de incubacion, sin embargo solo hasta 50
MM obtuvo una significancia estadistica el incremento (p<0.0Y). A 72 h, las
concentraciones de 30 y 50 uM RB una diferencia significativarrespecto al
control, ya que presentaron un aumento de la expresion del 1.61 (p<0.05)y 1.63
veces (**p<0.01) respectivamente. Mientras que a las 96 h, el tratamiento_con
RB aumento la expresion del KLF1 2.2 veces a partir de 20 uM. Estos resultados
correlacionan con el comportamiento observado con la expresion de HB-B y HB-
G (figuras 21y 22). Ya que KLF1 es el factor encargado de realizar el cambio de

la hemoglobina fetal a la adulta, suprimiendo la expresion del gen de HB-G.

Debido a que RB genera un leve aumento en la expresion a las 96 h pareciera
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no ser suficiente para generar este cambio en la expresion, inclusive en tiempos
prolongados de tratamiento (101). Sin embargo, aunque CDDP, que presento
cambios significativos a partir de 48 h donde incremento la expresion 1.63 veces
(*p<0.05),€en los ensayos a 72 y 96 h no hubo modificaciones en su expresion.
Este resultado sugiere que los niveles de expresiéon de HB-B promovidos por
CDDP, seldeben a diferentes mecanismos de regulacion independientes de la
participacion de~KLF1 como por ejemplo BCL11A o SOX6 (102). BCL11A es
capaz de unirsefa varias regiones del grupo de genes de HB-B, incluidos los
elementos potenciadores distales de la region de control del locus, al propio gen
de HB-E, y a las secuencias intergénicas entre la HB-G y la HB-D que se han
implicado en la represion de la HB-G. Lo que se traduce en que la expresion de
BCL11A en células eritroides favorece la expresion predominante de HB-B
reduciendo los niveles de HB-G«103).
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Figura 23. Expresion del gen KLF1, CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001;+as» barras
representan las medias + DE. Los datos obtenidos representan el cambio de veces enJelacion

con la expresion de genes diana en comparacion con las células K562 no tratadas (CT):

Los resultados obtenidos de los ensayo de expresion del gen TAL1 se muestran
en la figura 24. La expresion de TAL1 incremento de manera significativa con las

concentraciones de RB 30 y 50 uM desde las 48 h. Sin embargo, este efecto se

presento a partir de la concentracion de 10 uM de RB (1.56 veces), aumentando
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de manera significativa hasta 3 veces con la concentracion de 50 uM. Por otra
parte, el tratamiento con CDDP (5 uM), mantuvo constante la expresion del gen
TALJConforme a los tres tiempos de los ensayos (48, 72 y 96 h) con un promedio
de 1.55Vveces (p<0.05).

TAL1 es-un_gen esencial para la maduracion eritroide, ya que las principales
funciones de JAL1 es actuar como regulador de los genes: KLF1 y GATA-1, las
proteinas de membrana Band 4.2 (EPB4.2), la glicoforina A (GYPA), asi como
los grupos de genes de HB-A y HB-B. Debido a esto, la falta de este gen conduce
a un bloqueo en la eritropoyesis. Segun los resultados de la figura 24, RB
promueve la expresion de TAL1 de manera dependiente de la concentracion y
del tiempo, por lo que se“deduce que su expresion es importante para la
induccion a la diferenciacions€ritroide generada por RB.
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Figura 24. Expresion del gen TAL1, CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino./ ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001;=~las barras
representan las medias + DE. Los datos obtenidos representan el cambio de veces en‘relacion

con la expresion de genes diana en comparacion con las células K562 no tratadas (CTF).

Debido a la importancia de los genes GATA 1y 2 en la diferenciacion eritroide,
se evalud el efecto de la Rb sobre su expresion. En la figura 25 se puede
observar que los niveles de expresion del gen GATA-2, se reducen con el

tratamiento de RB a partir de las 24 h de tratamiento, manteniendo niveles

promedios de 0.5 veces respecto a las células control. Este efecto se presenté
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con CDDP a parir de las 72 h (0.47 veces, p<0.05), manteniéndose hasta las 96

h.
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Figura 25. Expresion del gen GATA-2, CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT=*p<0.05, **p<£0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; las barras
representan las medias + DE. Los dat0s bbtenidos representan el cambio de veces en relacion

con la expresion de genes diana en comparacion condas células K562 no tratadas (CT).

En el caso de GATA-1, los resultados! obtenides, revelan que RB produjo la
inhibicion de la transcripcion de GATA-1 a'partir de48 h con un nivel minimo de
0.18 veces (50 puM). La inhibicion de GATA-1 se mantuvo hasta las 72 h los
niveles de expresion (figura 26). No obstante, a las 96+h.la expresion del gen
alcanzo los niveles del control. En cuanto al CDDP, el tratamiento disminuyo la
expresion de GATA-1 continuamente hasta las 72 h, finalmente a 96 h la

expresion incremento 1.71 veces (**p<0.01) con respecto al control.

Tomando en cuenta los resultados de expresion de los genes GATA-2.y GATA-
1 (figuras 25 y 26), se puede proponer que RB pudiera estar participando en la
regulacion negativa de la expresion de GATA-2 durante las etapas tempranas de
la diferenciaciéon eritroide. Sin embargo, la falta de incremento de GATA-1
sugiere mecanismos independientes de su expresion transcripcional. ‘Ea

expresion de GATA-2 se encuentra elevada en las etapas precoces de la

hematopoyesis debido a que promueve la proliferacion celular en los estadios de
PMC, UFB-E y UFC-E, ademas GATA-2 promueve la expresion de GATA-1 el
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cual incrementa gradualmente sus niveles disminuyendo la expresion de GATA-
2, las proliferacion celular e induce la diferenciacion celular a proeritroblastos,
sucesivamente hasta la formacion del eritrocito maduro donde disminuird sus
nivelesshuevamente (4,42). De hecho, se ha reportado que la sobreexpresion
de ambos genes GATA-2 y GATA-1 mantiene a las células en proliferacion,
genera maduracion eritroide defectuosa e inhibe la actividad de diferenciacion
de GATA-1 (43):
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Figura 26. Expresion del gen GATA-1, CT: contrel; RB: ribavirina; CDDP: cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0.01, **p<@:001, ****p<0.0001; las barras
representan las medias + DE. Los datos obtenidos representan el cambio de veces en relacion

con la expresion de genes diana en comparacion con las células K562no tratadas (CT).

Otro gen de interés para este estudio es FAM122 (figura 27),.€l cual durante el
presento una inhibid de manera significativa en la expresion durante las primeras
etapas del tratamiento (48 y 72 h). Sin embargo, a las 96 h solo se0bservo una
leve disminucion de FAM122 en la concentracion de 10 pM (*p<0Q.05). Este
hallazgo fue similar al comportamiento presentado con CDDP en los-tiempos

evaluados en el ensayo.

FAM122 es un gen que regula negativamente la diferenciacién eritroide FAM122,;
durante este proceso se reduce su expresion. La sobreexpresion inhibe

significativamente la diferenciacion eritroide debido a que se une al dedo de zinc

C-terminal de GATA-1, por lo que bloguea su actividad como factor
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transcripcional critico para la eritropoyesis. Tomando en cuenta lo antes
mencionado, se puede considerar que la disminucidén en la expresion del gen
FAM222 con el tratamiento con RB y CDDP esté involucrada en la progresion de
la diferenciacion eritroide como un evento tardio, ya que se observa la reduccién
a partir de las 72 h, tiempo en el cual se encontrd porcentajes significativos de

células diferenciadas al realizar la tincion con bencidina (figura 14).
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Figura 27. Expresion del gen FAM122, CT: control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, #p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001; las barras
representan las medias + DE. Los datos obtenidos representan’ el cambio de veces en relacion

con la expresion de genes diana en comparacion con las células K562 no tratadas (CT).

Para ultimé se analiz6 los niveles de expresion del gen eiF4E (figura 28),
demostrando que RB provocé la regulacion a la baja del /gen de manera
constante con las diferentes concentraciones y durante los tres\tiempos de los
ensayos. A 48 h de aplicacion se observd un promedio de reduceidon de 0.36
veces (p<0.01), a 72 h de 0.40 veces (p<0.01) y finalmente a 96 h de0.47.veces
(p<0.01) con respecto al control. De manera similar, CDDP mostrQtener un
efecto inhibitorio de la expresion de eiF4E dependiente del tiempo ~de

tratamiento, teniendo un maximo en la reduccion a 96 h de 0.33 veces (p<0.05):

Aunque la inhibicion de RB sobre eiF4E a nivel de proteina se ha descrito con
anterioridad por Volpon y colaboradores (86), proponiéndose que el control
negativo de la expresion de este gen puede ser catalogado como necesario por
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su relacion con un mal pronéstico de la enfermedad, la transformacion maligna
y la resistencia a los medicamentos, debido a que eiF4E modula la traduccion de
un,_subconjunto de ARNm que estan implicados en la proliferacion, la

supervivencia y la oncogénesis (81).

Otro punto de interés sobre la inhibicion de eiF4E a nivel de la transcripcion
resalta la presencia de un mecanismo adicional de la RB a través del control de
la transcripcion)de«manera indirecta. Ademas del efecto en la reduccion del
transporte del ARNm.de factores como GATA-2, el cual se reduce de manera

similar durante los presentes ensayos.
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¢ B2 F 2 ;r* P = -&‘9 ‘?;er @_& 2 & @ e:;- _?sr ,,m'* .
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{h} Ral DE Rel OF Ral Df Ral s Ral DE Ral OE
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T2 1 012 057 007 083 0O 06z 0,09 0,6 0,07 073 0,04
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Figura 28. Expresion del gen EIF4E, CT: control, RB: ribavirina, CDDP;} cisplatino. ANOVA con
post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001; las barras

representan las medias = DE.

7.5. Analisis de proteinas por western blot

Para complementar los ensayos de expresion de los marcadores de
diferenciacion y principalmente de las proteinas involucradas en el controlde. la
diferenciacion se realizaron ensayos de western blot. Los niveles de expresién
de las proteinas de la células K562 expuestas a RB y CDDP durante 72 h se
muestran en la figura 29. Se puede observar que el tratamiento con RB presenta

mayores niveles de HB-B y de la HB-G de manera dependiente de la

concentracion, aunque en mayor proporcion para la HB-G. Este resultado fue
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similar al efecto observado con CDDP, aunque en caso contrario fue mayor para
la HB-B que para la HB-G, los resultados correlacionan notablemente con los

niveles de expresion del ARNm de estas proteinas.

De manera similar, la RB aumenta los niveles de la proteina TAL1 con respecto
a la concentracion de RB empleada a las 72 h de tratamiento. En el caso de
GATA-1, los niveles de expresion de la proteinas se redujeron en presencia de
RB y CDDP, estos resultados se relacionan con los resultados obtenidos a nivel
de expresion deglos~genes, lo cual resalta la participacion de TAL1 en la

progresion de la diferenciacion eritroide mediada por RB.

Debido a los efectos reportados para RB sobre la via MAPK y AKT/PKB, se
analizé la expresion de lasproteinas involucradas en ambas rutas a 72 h de
tratamiento. Se demostré que’RB no afecta los niveles totales de p38, ERK, AKT
y EIF4AE en las células K5627a las 72 h de tratamiento, pero si afecta la
fosforilacién de estas proteinas de manera negativa, reduciéndola de manera

dependiente de la dosis, esto’se traduce en la disminucion de la actividad de las

proteinas (figura 29).
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Figura 29. Niveles de expresion de proteinas"a 72'y,96h de tratamiento con ribavirina, CT:

control, RB: ribavirina, CDDP: cisplatino.

El analisis de la expresion de las proteinas de las Células K562 expuestas a RB
y CDDP por 96 H se muestran en la figura 29. Donde se observa que RB
aumenta notablemente los niveles de HB-G sobre la HB-B Esto es congruente
con la sintesis principalmente de hemoglobina fetal en las células diferenciadas
por RB. La cual, como se mencion0 antes, ha resultado una estrategia benéfica
para aminorar la sintomatologia asociada a las leucemias mieloides y las
talasemias, relacionando de manera importante con la expectativa‘de vida de los
pacientes (10). Por el contrario, CDDP aumentd los niveles de expresion de la
proteina HB-B sobre HB-G, lo que se traduce en que CDDP promueve la sintesis

de la hemoglobina adulta.

Este efecto sobre la sintesis de la HB-B y HB-G se relacioné con la expresion de
la proteina TAL1, la cual tuvo un incremento dependiente de la concentracion de
RB (figura 29), similar al efecto observado en GATA-1. La cual incrementa sus

niveles de expresion conforme se incrementan las concentraciones de RB. Este
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hallazgo resalta la importancia de ambas proteinas en la diferenciacion eritroide,
ya que el incremento en ambas es un evento necesario para la progresion debido
a que’TAL1 forma un heterodimero obligatorio con proteinas hélice-bucle-hélice
bésicas'E2A, como E47, y junto con otras proteinas enumeradas anteriormente
(KLF1), nuclea un complejo que incluye GATA-1 unido a su sitio afin (43). Estos
complejos( formados por GATA-1/TAL1/E2A inducen la expresion génica,
mientras que GATA-1 sin TALL la reprime. Aunque todavia no se comprende en
su totalidad cémo0_la interaccion y la coocupacion de varias proteinas en los
complejos multiproteiecos GATA-1 activan o reprimen la transcripcion y por lo

tanto, regulan la progresion de la diferenciacion eritroide (39).

Por ultimo, la evaluacion dela expresion de proteinas involucradas en la ruta de
MAPK con 96 H de tratamiento,. revel6 que RB inhibe la fosforilacion de las
proteinas p38, ERK, AKT y EIF4E.de manera dependiente de la dosis. En otras
palabras, RB modula de manera/negativa las vias fundamentales para la
proliferacion y supervivencia,.como, es MAPK y AKT, respectivamente (104).
Estos resultados sugieren que-la reduccion de la fosforilacién puede ocurrir a
través de la union y la modulacion, directa @ de manera indirecta a través de
eiF4E, debido a que este factor podria estar-implicado principalmente en el
control de los genes implicados en la regulacion“negativa de la diferenciacién
eritroide y /o en el control de mecanismos epigengticos como las histonas
deacetilasas (HDAC).

Por lo tanto, se puede resumir que los resultados obtenidos en la regulacion
positiva de la diferenciacion eritroide, la sintesis de hemoglobina, la disminucion
de la viabilidad celular y la regulacion del ciclo celular despues del tratamiento
con RB son en consecuencia de mecanismos directos o indirectos sobre
diferentes genes y proteinas, incluyendo EIF4E (figura 30). Al _analizar la
evidencia disponible, se sugiere que la regulacion negativa de RBsSobre la
expresion del gen y la fosforilacion de la proteina EIF4E, esta participando\en la
progresion de la diferenciacion eritroide, a través de mecanismos indirectos en

el cual se disminuye el transporte de los transcritos de ARNm de factores que

impiden la maduracion de la células eritroides como por ejemplo MYC (105),
LMO2 (106), PU.1 (107), GATA-2 (41), FAM122 (78) y AKT (23). Permitiendo a

su vez el incremento en la expresion y la actividad de las proteinas encargadas
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de dirigir y promover la formacién del eritrocito como GATA-1, TAL1, KLF1, HB-
By HB-G (4).

[ Celulas eritroleucemicas |
| + Regulacién
| BCR| ABL | ()

N\ [ (+)
Tyr 177 @
(®
(Ras' > < @v@ Bl (P13 )
T _l_,,

"U—— l?@l Ser 473

( MEK )
o ‘ - / mTOR1

Tyr 180 y | MAPK/ |
182 P38
@ Ceae 12| ser209
Tyr204 | ﬂ_;emg; /""’/
| -

f 1
[ Supervlvencla] [ Pfoliferm@ [wg de ARNm | [ Traduccion
L J

]
MYC, LMO2 'PUA, GATA-2, FAM122 1
. o
| Diferenciacign sitoide
+ N

HB-B, HB-G, KLF1, TAL1, GATA-1 |

Figura 30. Mecanismo de accién de ribavirina en un modelo de células'eritroleucemicas. Creado

en Biorender.com.

De igual manera en consideracion a los resultados obtenidos ‘al*evaluar RB en
diferentes concentraciones (10, 20, 30 y 50 uM) se encontrd que 30 pM de RB
es capaz de promover de manera significativa los cambios en la expresion-de los
factores asociados a marcadores y rutas de diferenciacion eritroide. Siendo, una
concentracion capaz de inducir la diferenciacion eritroide menor a lo reportado

por Joshua y colaboradores, donde indicaban que RB a 145 uM generaba(un

porcentaje de alrededor del 50% de células diferenciadas (12).
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7.6. Comparacioén de los efectos de ribavirina con los
inhibidores PALOMID 529 y PD184352

PALOMID 529 es un agente no esteroideo, sintético, de molécula pequefia, el
cual fue disefiado mediante quimica computacional, sintética y medicinal (23).
Este compuesto posee actividad antitumoral debido a su especificidad al inhibir
la ruta de transduccion de sefiales PISK/AKT/mMTORC mediante su inhibicion
doble TORC1/FORC2 (23). Se ha descrito que la ruta PI3BK/AKT/mTORC puede
ser activada a través'de muchos eventos mutagénicos directos o indirectos que
la desregularizan resultando en muchos tipos de cancer humano. Es por ello por
lo que la ruta PISBK/AKT/mMTORC se ha vuelto un objetivo atractivo en el disefio
de agentes inhibidores para la intervencion terapéutica del cancer. PALOMID
529 ha demostrado la capacidad de inhibir el crecimiento de varias lineas
celulares cancerosas del panel“de_tumores del Instituto Nacional del Cancer-60
(NCI-60) que incluyen cancer depulmén de células no pequefias, cancer de
colon, cancer del sistema nemvioso central, melanoma, cancer de ovarios, cancer
renal, cancer de prostata, cancer.de.mama y leucemia incluyendo la linea celular
K562 (23). Ademas se ha descrito que PALOMID 529 inhibe al factor 4E de forma
dependiente de la dosis en fibroblastes de pulmon humano (108), aunque no se

ha reportado si posee potencial diferenciador en células eritroleucemicas.

Por otro lado PD184352 un derivado de benzohidrexamato, es un inhibidor
potente y altamente selectivo de MEK1/2 y de manera_no competitiva ERK1/2
(91). La cascada MEK/ERK esta altamente involucrada-en la transduccion de
seflales para una multiplicidad de estimulos proliferativos_ 'y productos de
protooncogenes que sugiere su papel clave en la mediacion de'latransformacion
neoplasica. La sobreexpresion o activacion constitutiva de esta”via puede
resultar de alteraciones en una o mas de sus moléculas de sefalizacion_ través
de la expresion alterada o mutacidon de elementos aguas arriba ‘es’ decir,
receptores de tirosina quinasa de la superficie celular y/o protooncogenes (BER-
ABL) como se abordé en los capitulos anteriores. Es por ello por lo que
PD184352 al ser un inhibidor de MEK/ERK ha demostrado actividad antitumoral
preclinica en modelos de tumores de mama, pancreas y colon (91). En otros

estudios con PD184352 se ha descrito que promueve la apoptosis de la linea

celular eritroleucemica K562, aunque de igual manera que PALOMID 529 no se
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ha descrito su efectos en la diferenciacion celular. En este contexto, se realizaron
ensayos del potencial diferenciador eritroide de células eritroleucemicas K562
tratadas con PALOMID 529 y PD184352 en concentraciones de 100 pM,
comparades con el farmaco RB a 30 uM, concentracion que demostré tener la
mejor actividad promotora de la diferenciacion eritroide durante los anteriores

experimentos’en los tiempos de 72 y 96 h.

En la figura 31 se muestra la comparacion de la capacidad de RB a 30 uM con
los inhibidores PALOMID 529 y PD184352 ambos usados en concentraciones
de 100 uM para inducir la diferenciacion eritroide en células K562 tratadas
durante 72 y 96 h. Se ocbsérva que a 72 y 96 h el farmaco RB mostré diferencias
significativas (p<0.0001) eonrespecto al control (2%) con un méaximo de 57.33%,
corroborando lo obtenido en”la-figura 14. Por otra parte, el tratamiento con
PALOMID 529 a 96 h presento,un 7% de células diferenciadas (p<0.05).
PD184352 no mostré potenciall diferenciador en células K562 tefiidas con

bencidina al evaluarlo por microscopia Optica. Comparando los resultado

obtuvimos que RB a 30 uM premovié un /50.33% mas de células diferenciadas
que PALOMID 529.
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Figura 31. Determinacion cualitativa de la diferenciacion de células K562 por microscopia optica
con inhibidores de TORC1 y de MEK/ERK,'CT: control, RB: ribavirina. ANOVA con post hoc de
Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0:01, **p<0.001, ****p<0.0001; las barras representan las

medias + DE.

De igual manera se verificaron los datos obtenidos de las células tefiidas con
bencidina realizando un ensayo cuantitativos"basado en la lectura de la
absorbancia de la hemoglobina tefiida con bencidina, donde se midi6 la DO de
las células K562 tratadas con RB, PALOMID 529 y PD184352. En la figura 32,
se muestra el comportamiento de las células duragte la induccion de
diferenciacion. Describiendo los resultados, RB presento _un méaximo en la
diferenciacion celular de 0.227 DO (p<0.0001) a 96 “h..de tratamiento
demostrando un comportamiento parecido al reportado en la figuray15 con un
incremento dependiente del tiempo. Por otra parte, el farmaco PALOMID 529
presento actividad diferenciadora (0.178 de DO) a 96 h de tratamiento con

diferencia significativa respecto al control 0.131 DO (p<0.0001), esta respuesta

correlaciona con lo obtenido en la figura 31 por microscopia Optica. Por ultimo,
PD184352 registro diferenciacion eritroide a 72 'y 96 h con 0.177 y 0.152 de DO,

respectivamente, observando una reduccion de la DO.
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Figura 32. Determinacion semicuantitativa.de la diferénciacion de células K562 por densidad
Optica con inhibidores de TORC1 y de MEK/ERK, CT:(control, RB: ribavirina. ANOVA con post
hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05, **p<0.01:+***p<0.001; ****p<0.0001; las barras representan
las medias + DE.

Los resultados obtenidos en las figuras 30 y 31 demueéstran que los farmacos
PALOMID 529 y PD184352 poseen potencial inducter\de la diferenciacion
eritroide en concentracion de 100 uM. Aungue al realizar las=comparacion de la
actividad diferenciadora de RB contra los farmacos inhibidores"PALOMID 529 y
PD184352, observamos una clara diferencia donde RB en microscopia Optica
presento un 50.33% mas de células diferencias que el maximo expuesto por el
farmaco PALOMID 529 (7%), de igual manera en el ensayo de DO elfarmaco
RB tuvo una mayor actividad diferenciadora con un maximo de 0.227 de RO lo
que se traduce en 21.59% mas de células diferenciadas que PALOMID 529_y
PD184352 los cuales tuvieron un limite superior de diferenciacion de 0.178%y

0.177 de DO respectivamente. Por ultimo, la actividad diferenciadora de

PD184352 solo fue registrada por DO lo que demuestra que el ensayo por
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espectrofotometria es méas sensible y preciso en la obtencién de resultados que

los observados por microscopia Optica (82).

SeTealizd el andlisis de expresién de genes implicados en la regulacién de la
diferenciacion eritroide (KLF1, TAL1, GATA-2, FAM122 y eiF4E) con el fin de
correlacionar los efectos de RB (30 uM) con los farmacos inhibidores PALOMID
529 y PD184352 en concentraciones de 100 uM con 72 h de tratamiento. Como
se observa en la figura 33, hubo un incremento significativo de la expresion del
gen de KLF-1 por’parte de la RB con un aumentd de 1.39 veces (p<0.05) con
respecto al control. De igual manera se observa que PD184352 provoco una alza
de la expresion del genKLF1 de 1.77 veces (p<0.01) y finalmente el farmaco
PALOMID 529 no provoca_eambios significativos en la expresion del gen a 72 de

tratamiento.

Como se describio anteriormente KLF1 es el encargado de realizar el cambio de
la hemoglobina fetal a la adulta, suprimiendo la expresion del gen de HB-G (27).
El farmaco inhibidor PD184352 a 100 uM_provoco una alza de la expresion del
gen 0.38 veces mayor que RB¢#1o.que se'traduce en un 21.47% mas que RB 30
UM. Este incremento de KLF1-esta relacionado con el hallazgo de células
diferenciadas por espectrofotometriac Con respecto al gen TAL1, el tratamiento
con PALOMID 529 en concentracion de~100 uM promovié su expresion en 0.99
veces (p<0.001) y PD184352 en la aumento 9.59 veces (p<0.0001) con respecto

al control.
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Figura 33. Expresion del gen KLF1 y FAL4, 72 h de tratamiento con inhibidores de TORC1 y de
MEK/ERK, CT: control, RB: ribavirina. ANOVA con post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001; las barras representan las medias + DE. Los datos obtenidos
representan el cambio de veces ‘en'relacién con-la expresién de genes diana en comparacion

con las células K562 no tratadas (CT),

GATA-2 es uno de los genes importantes¢durante la diferenciacion eritroide
dando paso a la expresion de GATA-1, genque.luego reduce los niveles de
expresion de GATA-2, asimismo el gen(FAM122 tiene la capacidad de inhibir las
funciones de GATA-1 disminuyendo la capacidad déyque la células puedan
diferenciarse, es por ello por lo que es importante el analisis de ambos genes al
utilizar los tratamientos con RB, PALOMID 529 y PD184352 que se muestran en
la figura 34. Se encontr6 que RB a 30 uM y PD184352 a 100_uM partir de las 72
h de tratamiento, disminuyen la expresion del gen GATA-2 en\0v6 (p<0.0001) y
0.85 veces (p<0.0001) respectivamente. En cambio el farmaco PALOMID 529
incremento la expresion de GATA-2 en 0.37 veces (p<0.001). Por otra parte el
gen FAM122, solo se vio disminuido por la actividad de RB a 30 pM.en_.0.54
veces (p<0.001), mientras que PALOMID 529 y PD184352 a 100 (uM
incrementaron la expresion del gen en 0.13 (p<0.05) y 0.68 veces (p<0.0001)

respectivamente.
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Figura 34. Expresion del gen GATA-2y FAM122, 72 h de tratamiento con inhibidores de TORC1
y de MEK/ERK, CT: control, RB: ribavirina."ANOVA con post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001; las barras representan las medias + DE. Los datos obtenidos
representan el cambio de veces ‘en relacion eon”la expresion de genes diana en comparacion
con las células K562 no tratadas (CT),

Por ultimo se analizo los niveles de gxpresion‘del gen eiF4E a 72 h de tratamiento
(figura 35), donde se hayo que RB a/30 uM provect la regulacion a la baja del
gen en 0.7 veces (p<0.001) con respecto al controlgeqrroborando lo obtenido en
la figura 28. En cambio los farmacos PALOMID529 y PD184352 en

concentracion de 100 pM promovieron la expresion.del gen eiF4E en 0.1

(p<0.05) y 0.7 (p<0.0001) veces respectivamente.
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Figura 35. Expresion del gen EIF4AE«72 h de tratamiento con inhibidores de TORC1 y de
MEK/ERK CT: control, RB: ribavirina. ANOVA con post hoc de Tukey vs grupo CT; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; las barras-representan las medias + DE. Los datos obtenidos
representan el cambio de veces€h/relacion con.la expresion de genes diana en comparacion

con las células K562 no tratadas (CT):

El andlisis de la expresion de las proteinas'de’las células K562 expuestas a RB,
PALOMID 529 y PD184352 por 72'Hrse muestran en la figura 36. Se observa
que RB en concentracion de 30 UM aumenta los niveles de HB-B, mientras que
PALOMID 529 y PD184352 en concentracion de 100 uM no generaron sefial de
la proteina. Por otro lado el analisis de la proteina .GATA-1 muestra que
PALOMID 529 presenta los mismos niveles de expresion.que RB, al igual que la
proteina TAL1, en cambio PD184352 no mostro marca de(ninguna de las dos
proteinas. El andlisis de la proteina EIF4E revelo que “\RB repiti6 su
comportamiento de la figura 29, inhibiendo la fosforilacién de EIF4Esen cambio
el tratamiento con PALOMID 529 no se encontraron cambios en la expresion de
la proteina con respecto al control, por ultimé PD184352 no genero sefial de la

proteina EIF4E y ni de su forma fosforilada.
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Figura 36. Niveles de expresion deprofeinas a 72 h de tratamiento con ribavirina, PALOMID529
y PD184352, CT: control, RB: ribavirinas

Estos resultados demuestran que los mecanismos de diferenciacion eritroide
usados por RB no dependen solo de la inhibicion de PISK/AKT/mTORC vy
MEK/ERK, si no que dependen_de. la modulacién de la fosforilacion directa e
indirecta eiF4E, regulando a la-baja la expresion de genes y proteinas que

inhiben la diferenciacion celular, fagtores delcrecimiento y permitiendo asi la

progresion sucesiva en la maduracién-eritroide.
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8.Conclusiones

% Se demostro la capacidad de la ribavirina como inductor de la sintesis de
hemoglobina y de la diferenciacion eritroide en células eritroleucemicas
K562 en concentraciones menores a 50 uM.

s Se-encontrd que la concentracion de 30 uM de ribavirina es la Optima para
promover la diferenciacion eritroide y la sintesis de hemoglobina.

+ El tratamiento de ribavirina sobre células eritroleucemicas K562, mostro
disminucion’éenJa viabilidad celular hasta un maximo de 120 h y reduccion
en la progresionidel ciclo celular a 72 h.

% Los niveles de Jexpresion de genes y proteinas marcadores de
diferenciacion revelaron que ribavirina promueve en mayor medida la
sintesis de hemoglobina fetal (2 HB-A y 2 HB-G) que la hemoglobina
adulta (2 HB-A'y 2 HB-B).

% Se observé que ribavirina incrementé la expresién de genes y proteinas
gue participan en las rutas de\diferenciacion eritroide (KLF1, TAL1, GATA-
1) y disminuyd la expresion de los factores que la regulan de manera
negativa (GATA-2, FAM122).

% Se demostré que ribavirina regula négativamente las vias MAPK / AKT
modificando los niveles de fosforilacion de-eiF4E.

% Se sugiere que la disminucion_de eiF4E<P\ estd relacionada con la

progresién de la diferenciacion eritroide al disminuir el transporte de

factores que la regulan de manera negativa (GATA-2, FAM122).
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9. Perspectivas

% Evaluar las fases del ciclo celular en un modelo de células
eritroleucemicas K562 expuestas a tratamiento con ribavirina (<50 uM) en
tiempos mayores a 72 h.

¢ Analizar por inmunoprecipitacion de ARN (RIP) la unién de la proteina
EIF4AE a’los ARNm de factores que inhiben la diferenciacion eritroide como
MYC, LMO2,PU.1, GATA-2, FAM122 y AKT.

« Evaluar la unidn proteina-proteina por inmunoprecipitacion (IP) de EIF4E
a los ARNme)factores que inhiben la diferenciacion eritroide ejemplo
MYC, LMO2, PU.1yGATA-2, FAM122 y AKT.

% Realizar pruebas;_de diferenciacion de eritroide, de sintesis de
hemoglobina, de expresion de genes y proteinas relacionadas a la

diferenciacion y sus meganismos, utilizando muestras biolégicas de

pacientes que padezcan LMC.
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