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RESUMEN.
Introduccién. En México la leucemia linfoblastica aguda (LLA) es uno de los tipos

mas comunes de cancer que se desarrollan entre nifios y adolescentes, cerca del
10 al 30% de los pacientes no sobreviven a causa de una mala respuesta al
tratamiento convencional. Las moléculas pequefias han sido utilizadas en el campo
de la oncologia para inhibir la actividad biolégica de proteinas. Nuestra molécula
pequefia el Inh-YY1 es capaz de inhibir la actividad del factor de transcripcion YY1.
YY1 puede regular de manera positiva la expresion de MDR1 y de forma negativa
la expresién de Fas generando resistencia a los farmacos lo que representa un mal

prondstico para los pacientes con este padecimiento.

Objetivo. Evaluar el efecto de un inhibidor de la actividad de YY1 en la

sensibilizacion de células de LLA a etoposido.

Métodos. Se evalud la expresion del factor de transcripcion YY1 en células de LLA
pediatrico. Se utilizé una molécula pequefa (Inh-YY1) en combinacion con el agente
quimioterapéutico etopdsido para evaluar su efecto en la sensibilizacion de células
CCRF-SB de LLA. Se analiz6 la expresion del gen MDR1 y del gen Fas en presencia
del Inh-YY1. Se analiz6 la expresion de la caspasa 3 activa mediante citometria de
flujo para evaluar la apoptosis. Para corroborar lo anterior se realizé una prueba

TUNEL in-situ para medir la presencia de células apoptéticas.

Resultados. Se demostrd que YY1 se expresa en las células CCRF-SB de LLA
pediatrico. Se determin6 que en las células CCRF-SB las bajas dosis del agente
quimioterapéutico etopdsido y del Inh-YY1 no tienen un efecto significativo en la
sensibilizaciéon de las células al tratamiento. Se demostré que al inhibir la actividad
del factor de transcripcion de YY1 en las células, disminuye la expresién del gen
MDR1 y aumenta la expresion del gen Fas. Se observo también que la combinacion
del Inh-YY1 con etoposido sensibiliza las células al tratamiento revirtiendo la

resistencia al farmaco.

Conclusiones. Se demostro que al inhibir la actividad del factor de transcripcion
YY1 mediante una molécula pequefia (Inh-YY1) se sensibiliza a las células de LLA

a etoposido por lo que esta molécula es capaz de revertir la quimioresistencia.
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INTRODUCCION.

Generalidades del cancer.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo cuya caracteristica es la multiplicacion rapida de
células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden
invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos. (OMS, 2018).
Existen mas de 100 tipos de cancer, los cuales, generalmente se denominan por los
organos o tejidos donde se forman los canceres y por el tipo de célula que los formo.
Muchos canceres forman tumores solidos, que son masas de tejido; mientras que
los canceres de la sangre, como las leucemias, generalmente no forman tumores
solidos. (NCI, 2015)

Actualmente, el cancer sigue siendo uno de los principales problemas de salud
publica a nivel mundial. En 2012, hubo 14.1 millones de casos nuevos de cancer y
8.2 millones de muertes relacionadas con esta enfermedad en todo el Mundo (OMS,
2014). Se estima que en el 2018 el nimero de nuevos casos ascendio a 18 millones
y las muertes a 9.6 millones. Los datos que pertenecen a GLOBOCAN 2018, una
base accesible en linea que forma parte del IARC Global Cancer Observatory,
también destacan que, al hablar de supervivencia, al menos 43,8 millones de
personas estan vivas a los 5 afos del diagndstico de la enfermedad. Debido a los
cambios en el crecimiento poblacional y el envejecimiento, la OMS estima que para
el 2030 los casos nuevos sobrepasaran los 20 millones anuales. (OMS, 2018). En
México la magnitud de los efectos del cancer en la salud del pais no es muy diferente
del panorama mundial ya que es la tercera causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes. La Sociedad Mexicana de Oncologia
considera que las elevadas cifras de muertes por cancer se deben a los diagndésticos
tardios. (SMeO, 2016).



El cancer infantil.

El cancer infantil es poco frecuente, pues representa entre un 0,5% y un 4,6% de la
carga total de morbilidad por esta causa; cada afio se diagnostica cancer a
aproximadamente 300.000 nifios de entre 0 y 19 afios (Steliarova-Foucher et al.,
2017). Las tasas mundiales de incidencia oscilan entre 50 y 200 por cada millén de
nifios en las distintas partes del mundo (IARC, 2014). En los paises de ingresos
medianos y bajos incluidos México la tasa de curacion puede variar desde el 20 o

cercanas al 80% (Gupta et al., 2018).

El cancer en México se encuentra reportado entre las principales causas de
mortalidad para los grupos de 1 a 4 aiflos y de 5 a 14 afios. De acuerdo con los datos
del Registro de Cancer en Nifios y Adolescentes (RCNA) las tasas de incidencia por
milléon hasta el 2017 fueron 89.6% Nacional, 111.4 en nifios (0-9 afos) y 68.1 en

Adolescentes (10-19 afios).

Los tipos mas comunes de cancer que se desarrollan en nifios y adolescentes son
la leucemia, el cancer cerebral, el linfoma y los tumores soélidos como el
neuroblastoma y el tumor de Wilms. En general, la leucemia representa alrededor
de una tercera parte de todos los canceres infantiles (Steliarova-Foucher et al.,
2017)(Gupta et al., 2018)

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

En la infancia la neoplasia maligna mas frecuente es la leucemia, que es una
proliferacion anormal de células derivada de alteraciones genéticas que afectan a
algun tipo celular dentro de la médula 6sea. Las leucemias se dividen en agudas y

cronicas; cuando la alteracién genética que altera el ciclo celular se produce en una



célula inmadura, hablamos de leucemias agudas y cuando se produce en una célula

madura, de leucemias cronicas.

Las leucemias agudas representan el 97% de todas las leucemias en los nifios; el
otro 3% corresponde a las leucemias crénicas. Las leucemias linfoblasticas son las
leucemias agudas mas frecuentes (75%); mientras que el 25% restante

corresponde a leucemias mieloides agudas (LMA) (SMeO, 2018).

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en la edad
pediatrica, con una incidencia de 3-4 pacientes por cada 100 000 menores de 18
afios por afio. Cada afio se diagnostican alrededor de 2,500-3,000 nifios en México

y el pico de presentacion es cerca de los cuatro afos.

La LLA representa un grupo de entidades oncohematoldgicas de rapida evolucion,
clinica y biolégicamente heterogéneas, caracterizadas por una proliferacion
descontrolada de glébulos blancos inmaduros en la médula 6sea y en la sangre e
infiltracion de estos a otros tejidos (Jiménez-Morales et al., 2017). En la médula
Osea sana los leucocitos constituyen el 5% o menos, sin embargo, en la LLA hay un
aumento de los estadios inmaduros que constituyen de entre el 30 y el 100% de la
celularidad de la médula 6sea; inhibiendo la produccién de células hematopoyéticas

normales como son eritrocitos, plaquetas y leucocitos.

La LLA comprende un grupo de neoplasias linfoides que se asemejan
morfol6égicamente e inmunofenotipicamente al linaje By T y pueden encontrarse
tanto en la médula ésea como en la sangre periférica. En la clasificacion actual de
la Organizacion Mundial de la Salud, se designa a las neoplasias hematopoyéticas
como leucemia linfoblastica de estirpe B o T, donde las de linaje B comprenden el
85% del total de LLA (Onciu, 2009).



Algunos signos y sintomas que presenta esta enfermedad se correlacionan con la
carga de ceélulas leucémicas y el grado de sustitucion de la médula 0sea. Los
sintomas mas comunes son fiebre, fatiga y letargo, dolor éseo y articular. Los
pacientes con LLA de precursores de células T/B a menudo se presentan con masa
mediastinal, con o sin derrame pleural, que puede conducir a otras patologias;
pueden mostrar lesiones en la piel, adenopatias en cabeza y cuello o lesiones
aisladas del hueso. Las anormalidades de laboratorio mas comunes en la LLA
incluyen anemia, trombocitopenia, neutropenia y leucopenia o leucocitosis, con
hiperleucocitosis (>100x10%L) presentes en aproximadamente el 15% de los
pacientes pediatricos. Otras anomalias comunes son los niveles elevados de acido
arico en suero y de lactato deshidrogenasa, que se correlaciona con la carga
tumoral (Onciu, 2009).

La investigacion de las ultimas dos décadas ha evidenciado de manera importante,
que la LLA es el producto de varios procesos asociados con la adquisicion de
multiples cambios genéticos. Se ha descrito que este cambio puede ser ocasionado
por agentes carcinogénicos, como quimicos, infecciones virales, radiacion, luz solar,
etc. Por otro lado, se ha determinado que algunos factores ambientales pueden
influir en la aparicion de la LLA. Se sabe que la exposicion a dosis altas o repetidas
de radiacion ionizante, la cual incluye rayos X y rayos gamma, aumentan las
posibilidades de desarrollar esta enfermedad. También, la radiacion utilizada en el
tratamiento en diversos tipos de canceres puede determinar su aparicion. (McLean,
et al., 1996)

Ciertos trastornos hereditarios pueden aumentar el riesgo de leucemias. Por
ejemplo, los nifios con sindrome de Down tienen un riesgo 20 veces mayor de
desarrollar esta enfermedad y que su desarrollo sea desfavorable. Otros trastornos
geneéticos poco comunes asociados con un mayor riesgo incluyen el sindrome de
Bloom, anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia y neurofiboromatosis (Chessells et
al., 2001).



Diagnoéstico y tratamiento de la LLA

Hasta hace algunos afios, el Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB)
clasificaba a la LLA con base en la morfologia de las células leucémicas (subtipo
L1, L2 y L3); sin embargo, la clasificacion actual también se basa en el
inmunofenotipo (Jiménez-Morales et al., 2017) (Swerdlow et al., 2008). Los estudios
inmunofenotipicos son un componente esencial en la rutina diagnostica de la LLA,
se divide en precursor de células B (LLA-B) y en precursores de células T (LLA-T)
(Onciu, 2009).

La LLA-B se caracteriza principalmente por la expresion de inmunoglobulinas
citoplasmaticas y marcadores como CD19, CD20, CD22, CD24 y CD79a. Una gran
proporcion de LLA-B también expresan CD10 (que es un antigeno comun de
leucemia linfoblastica aguda), el cual es un antigeno constantemente expresado en
las células B progenitoras. La LLA-T se caracteriza por la expresion de CD3
citoplasmatico, CD7, CD5 o CD2. Un pequefio grupo (<5%) de casos de LLA son
de linaje ambiguo, es decir, expresan marcadores linfoides y mieloides (bifenotipica)
o presentan dos poblaciones celulares (bilineal) (Jiménez-Morales et al., 2017)
(Onciu, 2009) (Biondi et al., 2000).

El diagndstico definitivo de una leucemia aguda siempre se debe realizar mediante
el andlisis morfologico, molecular y citogenético del aspirado de la médula 6sea. La
presencia de al menos un 25% de blastos en la MO confirmara el diagnéstico. El
subtipo de LLA se definird con los estudios morfoldgicos, de biologia molecular y
citogenéticos. El diagnostico correcto es esencial para la clasificacion de este grupo
heterogéneo de enfermedades, ademas de que juega un papel importante para la
clasificacion del paciente y el tratamiento quimioterapéutico; la evaluacion inicial se
obtiene a partir de un recuento total de leucocitos y cuenta diferencial en un frotis

de sangre periférica, para determinar la presencia y morfologia de los linfoblastos.



Un elevado conteo de leucocitos de 10x10°%/L se presenta en aproximadamente la

mitad de los pacientes con LLA (Lassaletta Atienza, 2016).

El tratamiento de los pacientes con LLA debe adaptarse al riesgo de cada paciente,
incluyendo el tratamiento inmediato y la prevencion de complicaciones metabdlicas
o infecciosas (Pui et al., 2009). La leucemia linfoblastica aguda es una enfermedad
heterogénea con varios subtipos, por o que no siempre es apropiado un solo

tratamiento (Sanchez et al., 2007).

Para el manejo quimioterapéutico de la leucemia linfoblastica aguda se emplean
combinaciones con base en el consorcio BFM (Berlin-Frankfurt-Munster) con
ciclofosfamida, altas dosis de metotrexato, etopésido y citarabina (Sanchez et al.,
2007). El tratamiento de las leucemias que afectan a las precursoras de las células

B y T consiste en tres fases (Pui et al., 2004).

¢ Induccion de la remision. En esta fase se pretende destruir la mayor parte de
las células leucémicas y recuperar la hematopoyesis normal. Se utilizan
medicamentos sin efectos mayores a la sintesis de ADN, como vincristina,
prednisona y L-asparginasa, especialmente en nifios. Con el tratamiento
adecuado el grado de remision es de 70 a 90% (Lassaletta Atienza, 2016).

e Tratamiento de consolidacibn o postremision. Una vez restaurada la
hematopoyesis se inicia el tratamiento de consolidacion, en esta fase el
objetivo es destruir las células residuales que han superado la etapa previa;
se pueden emplear medicamentos que afectan la sintesis de ADN y que
pueden destruir las células en reposo o fuera del ciclo GO del ciclo celular.
Los nifios con leucemia de alto riesgo (debido a cambios genéticos o
cromosdmicos en las células de la leucemia o porgue todavia hay una
enfermedad minima residual después de la induccion) generalmente reciben
quimioterapia mas intensiva. Con frecuencia se usan medicamentos

adicionales como L-asparginasa, doxorrubicina (adriamicina), etopdsido,



ciclofosfamida y citarabina (ara-C) y se sustituye la dexametasona por
prednisona (Lassaletta Atienza, 2016) (Sanchez et al., 2007) (ACS, 2019).

e Tratamiento de mantenimiento. Al ser una continuacion de la remision, tiene
como objetivo destruir las ultimas células residuales leucémicas, Con la
administracion de medicamentos que intervienen en la sintesis de ADN como
la mercaptopurina y el metrotexato que son tolerados adecuadamente y se
administran durante dos o tres afios para generar la adecuada
mielosupresion. La recaida de la medula ésea, con o sin afeccion
extramedular, se puede interpretar como mal prondstico para los pacientes
(Sanchez et al., 2007).

En los nifios, la tasa global de curacion de las LLA se sitia en torno al 70%, mientras
gue en los adultos es de un 30-40%. En cualquier caso, estos resultados dependen
del subtipo de LLA, asi como de la existencia de determinados factores pronésticos
como son la edad, la presencia de determinadas alteraciones en los cromosomas,
de la rapidez con la que se responde al tratamiento y del grado de eliminacién de la
enfermedad oculta (también llamada enfermedad residual) (Ribera Santasusana,
2001).

ANTECEDENTES.

ANTEDECENTES GENERALES.

Quimioresistencia en Leucemia Linfoblastica Aguda.

El término quimioterapia se refiere a los farmacos empleados en el tratamiento de
las enfermedades neoplasicas o cancerigenas que tiene como objetivo impedir la
reproduccion de las células cancerosas. (Picé C., 2019). En la actualidad se usan

mas de 100 medicamentos de quimioterapia en el tratamiento contra el cancer, ya



sea solos 0 en combinaciébn con otros medicamentos o tratamientos. Estos
medicamentos son muy diferentes en su composicion quimica, la manera en que se
administran, su utilidad en el tratamiento de formas especificas de cancer y sus
efectos secundarios. (ACS, 2019)

Las células cancerosas tienden a formar nuevas células con mayor rapidez, lo cual
las convierte en un objetivo mas facil de atacar por parte de los medicamentos de
quimioterapia. Sin embargo, los medicamentos de quimioterapia no pueden
diferenciar entre las células sanas y las células cancerosas. Esto significa que las
células normales son dafiadas junto con las células cancerosas, y esto causa
efectos secundarios (ACS, 2019). Ademas, otro obstaculo importante que afecta su
eficacia para lograr la curacion completa en algunos canceres avanzados es la

aparicion de resistencia a los agentes quimioterapéuticos. (Picé C., 2019)

La resistencia que puede generar la célula cancerosa a determinados farmacos o
compuestos quimicos que usualmente son letales, se le conoce como
quimiorresistencia (Astudillo-de la Vega, et al., 2010). Dicha resistencia puede

dividirse en 2 categorias: intrinseca y adquirida. (Mansoori et al., 2017).

La resistencia intrinseca indica que antes de recibir la quimioterapia, existen
factores preexistentes mediadores de la resistencia que hacen que la terapia sea
ineficaz. Mientras que la resistencia adquirida puede desarrollarse durante el
tratamiento de tumores que inicialmente eran sensibles pero que por mutaciones
que surgen durante el proceso del tratamiento o por la activacion de otras
respuestas adaptativas, los tumores pierden la sensibilidad y se vuelven resistentes
(Mansoori et al., 2017).



La resistencia de las células cancerosas contra los agentes anticancerigenos puede
deberse a diversos factores como la administracion de una dosis insuficiente, la falta
de activacion del farmaco, la inhibicion de la muerte celular, la inactivacion
metabdlica, cambios epigenéticos, mutaciones en los objetivos farmacologicos, el
aumento en la capacidad de reparacion del DNA, la amplificacién de los genes

objetivo y la reduccion de acumulacion de los farmacos (Higgins, 2007).

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Factor de transcripcién Ying-Yang 1 en cancer

El factor de transcripcion Yin Yang 1 (YY1), también conocido como &, NF-E1,
UCRBP y CF1, es un factor de transcripcion multidominio C2H2 conservado
evolutivamente que contiene dedos de zinc (Sarvagalla, Kolapalli, &
Vallabhapurapu, 2019). Es miembro de la familia de proteinas Polycomb que
pertenece al grupo de receptores del gen homeobox, que juega un papel
fundamental en la hematopoyesis y control del ciclo celular. El gen YY1 se compone
de cinco exones altamente conservados que codifican una proteina de 414
aminoéacidos de longitud y peso molecular estimado de 68kDa. En el ser humano el
gen YY1 produce ocho diferentes transcritos (a, b, c, d, e, f, g, y h) generado por

empalme alternativo, que codifica ocho diferentes isoformas (Gordon et al., 2006).

YY1 esta involucrado en el control transcripcional de un gran niumero de genes de
mamiferos, aproximadamente el 10% del total de los genes (Khachigian, 2018). De
esta forma YY1 juega un papel importante en una serie de procesos biolégicos,
incluyendo el control del ciclo celular, la embriogénesis, la infeccion viral, la
apoptosis, la oncogénesis y el desarrollo de células B (Sui et al., 2004).
Dependiendo de cofactores (interaccion proteina-proteina-PPl), el entorno del
promotor y la estructura de la cromatina se demostré que YY1 es capaz de regular
la expresion de muchos genes ya sea positiva 0 negativamente. El papel dual de
YY1 como factor de transcripcion depende del contexto celular, es decir, de la
presencia de los cofactores (Sarvagalla et al., 2019).
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YY1 se encuentra sobreexpresado en diversos tumores como cancer de pulmén,
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de prostata, cancer de
cerebro, cancer de cuello uterino, osteosarcoma, cancer gastrico, leucemia mieloide
aguda, linfoma de células B, linfoma folicular y LLA (Sarvagalla et al., 2019)
(Atchison et al., 2011) (Q. Zhang et al., 2011).

La sobreexpresion de YY1 se asocia a metastasis pulmonar, de células de laringe,
de cancer epitelial de ovario y de melanoma. (S. Wu et al., 2013) (Qu, et al., 2017)
(Xia et al., 2016) (Zhao et al., 2015). Ademas, la sobreexpresion de YY1 también se
ha correlacionado con un mal prondstico con osteosarcoma, tumor de Wilms

(Zapata-Tarres et al., 2019), LLA y mieloma multiple.

Interesantemente en estudios in vitro o in vivo se ha observado que al inhibir a YY1
se suprime la metastasis y la quimiorresistencia. La sobreexpresion de miR-381
inhibe a YY1 favoreciendo la supresion de la proliferacion, la invasion y la migracion
de células de cancer epitelial de ovario (Xia et al., 2016). El silenciamiento de YY1
inhibe también la invasion y migracion de melanoma (G. Zhao et al., 2015). En
estudios previos hechos en nuestro laboratorio observamos que la inhibicion de YY1
a través de un siRNA sensibiliza las células de mieloma multiple a la quimioterapia
basada en bortezomib (Huerta-Yepez et al., 2014). Nuestro laboratorio también ha
demostrado que la inhibicion de YY1 usando moléculas no especificas como el
DETANONOato que es un donador de 6xido nitrico permiten sensibilizar a las
células de cancer de prostata a la quimioterapia. Por ejemplo, cuando las células de
cancer de prostata son tratadas con un inductor de apoptosis como el TRAIL en
conjunto con el 0xido nitrico se observa una mayor muerte por apoptosis tanto en
modelos in vitro como in vivo, ademas sensibiliza las células al tratamiento con el
guimiofarmaco CDDP (Cis-diaminodicloroplatino Il o cisplatino) (Huerta-Yepez et
al., 2009).
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Estudios previos realizados en el laboratorio han demostrado que YY1 induce
resistencia a la quimioterapia en la LLA al inducir la expresion del gen MDR1. En
muestras de pacientes con LLA hemos encontrado altos niveles de expresion de
YY1y MDRL1y estos niveles se asocian a una menor supervivencia. Adicionalmente,
la linea celular de LLA RS4;11 disminuye los niveles de MDR1 y mejora su
sensibilidad al etopdsido cuando las células son tratadas con un siRNA que inhibe
la expresion de YY1 (Antonio-Andrés et al., 2018).

MDR1 esta codificado por el gen ABCBL1, que consiste en una regién de 210 kb con
29 exones, ubicada en la region cromosémica 7g21. Su transcripcion da lugar a 4
variantes de ARNm, traducidas, para tres de ellas, en una sola proteina de 1280
aminoécidos. A nivel de proteina MDR1 est& formado por un Gnico monémero de

170kDa de 12 dominios transmembrana ™ (Figura 1).

Glucosilacion
espedifica \

Espacio extracelular

Citoplasma

ATP ATP | ___—CoO

Ubicacion de los aminodacidos implicados
en el reconocimiento del sustrato.

Figura 1. Estructura proteica y conformacién de MDR1. MDR1 esta compuesto por 12 dominios

transmembrana ™ y dos dominios de unién a ATP citoplasmaticos ubicados en el bucle entre los TM 6y 7 y el
bucle después del TM 12. Modificado de (Bossennec, Di Roio, Caux, & Ménétrier-Caux, 2018).
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La proteina MDRL1 ha sido caracterizada bioguimicamente como una glicoproteina
de membrana plasmaéatica que se extiende en la bicapa lipidica. MDR1 constituye un
sistema de detoxificacion natural que activamente exporta xenobiéticos al exterior
celular y se expresa en varios tejidos humanos normales que se asocian con
diversas funciones de barrera y secretoras. Fisiologicamente, MDR1 se expresa en
varios tejidos (intestino, colon, placenta, higado, barrera hematoencefalica) donde
juega un papel protector ante cualquier dafio potencial a la célula (Goldstein et al.,
1989) (Bossennec et al., 2018). En el cancer MDR1 funciona también como una

bomba expulsora de farmacos.

Se ha propuesto que las drogas pasan a través de un poro hidrofébico formado por
un dominio transmembrana y que la salida de sustancias requiere de un cambio
conformacional de la proteina dependiente de energia. Se ha sugerido que el estado
de fosforilacion de MDR1 pudiera regular este proceso y modular la resistencia a

citotoxicos (Figura 2) (Ruiz Gémez et al., 2002).

Matriz Extracelular
«— —>

Citoplasma

Figura 2. Mecanismo de liberacion de drogas a través de transportadores ABC fuera de la
célula. Después de unir la sustancia (farmaco), el ATP se hidroliza, el grupo fosfato se libera y la
energia de la hidrolisis del ATP conduce a un cambio conformacional provocando que el farmaco

se libere en el espacio extracelular. Modificado de (Mansoori et al., 2017)
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La sobreexpresion de MDR1 en cancer tiene fuertes implicaciones clinicas en los
pacientes ya que se ha observado que una sobreexpresion de esta proteina se
asocia a una falla al tratamiento, mal prondstico y menor tasa de supervivencia en
las diferentes neoplasias hematologicas incluida la LLA (Olarte-Carrillo I. et al.,
2010) (Goldstein et al., 1989) (Abd El-Ghaffar, Aladle, Farahat, & Abd El-Hady,
2006) (Antonio-Andrés et al., 2018). Dado su impacto en el éxito del tratamiento, en
los dltimos afos las investigaciones que se han realizado en torno a MDR1 estan
dirigidas a determinar los factores que influyen en la regulacion transcripcional de
esta proteina en los diversos tipos de cancer.

La mayoria de los posibles sustratos antitumorales de MDR1 son los alcaloides de
la vinca como lo son la vincristina y la vinblasina, las antraciclinas como
daunorrubicina y doxorrubicina, los inhibidores de cinasa de tirosina las
epipoddfilotoxinas como el tenopdésido y el etopdsido (Higgins, 2007) (Ueda, 1997)
(Ruiz Gémez et al., 2002) (Fernandez Aguila et al., 1998).

El etopdsido es un derivado semisintético aislado de las raices secas y rizomas de
las plantas Podophyllum peltatum y Podophyllum emodi, actiia como inhibidor de la
topoisomerasa |l dependiente del ciclo celular y es fase especifica (afecta
principalmente fase S y G2). Su vida media de eliminacion esta entre 5y 10 horas
(Drugbank, 2016) (Kawashiro, 1998). Los farmacos inhibidores de las
topoisomerasas se unen de forma fija a ellas y al DNA, estabilizando las rupturas
de este. Al impedirse el restablecimiento de la integridad del DNA se inicia el
proceso de la muerte celular (Rincon, et al., 2006).
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Moléculas pequefias como alternativas de tratamiento clinico.

El enfoque del desarrollo de nuevos medicamentos se ha desplazado hacia la
identificacion y el objetivo de los factores moleculares del cancer como son su
iniciacién y progresion que dependen de la sobreactivacion de varias vias de
sefalizacion extrinsecas e intrinsecas (Lavanya, Adil, Ahmed, Rishi, & Jamal, 2014).
Hay dos enfoques principales para la terapia del cancer: anticuerpos monoclonales
(mAbs) y pequefias moléculas. Los anticuerpos monoclonales se caracterizan por
su alta selectividad; sin embargo, sus objetivos suelen estar restringidos a la
superficie de la célula y requieren una dosis intravenosa o subcutdnea debido a su
gran peso molecular. En cambio, los inhibidores de moléculas pequefas varian en
selectividad, pueden administrarse via oral y, debido a su pequefio tamafio
(=500Da) existe una gama mas amplia de objetivos extracelulares e intracelulares
ya que pueden atravesar la membrana plasmética (Bedard, Hyman, Davids, & Siu,
2020). Los medicamentos de moléculas pequefias inhiben objetivos criticos del
cancer como: la serinal/treonina/tirosina quinasa, las metaloproteinasas de matriz
(MMP), las proteinas de choque térmico (HSP), los proteosomas y otras proteinas
que desempefian un papel fundamental en las vias de transduccion de sefiales para
el crecimiento celular y la promocién de la metastasis (Lavanya et al., 2014). Hasta
la fecha, hay 43 inhibidores de moléculas pequefias aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para
indicaciones oncoldgicas; muchos de estos farmacos muestran una superioridad
sobre la quimioterapia citotoxica, con menos efectos secundarios como terapia de
primera linea en el entorno recurrente o metastasico. El desarrollo de los inhibidores
de moléculas pequefias ha seguido dos caminos relacionados, aunque
independientes, definidos en gran medida por los perfiles de selectividad de los
objetivos (Bedard et al., 2020).

Recientemente en nuestro grupo de trabajo en colaboracién con el grupo del Dr.
Efferth en Alemania se desarrollé6 una molécula pequefia con potencial capacidad

de inhibir la actividad de YY1 (Inh-YY1) mediante el uso la tecnologia computacional
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denominada disefio racional de moléculas con potencial farmacolégico basado en
multiples compuestos (quimioteca). Esta tecnologia se basa en el método de
acoplamiento molecular, el cual permite predecir la orientacion de dos moléculas
cuando estas interaccionan entre si para formar un complejo estable y que es la
principal herramienta para el disefio de farmacos (Van Den Heuvel-Eibrink,
Sonneveld, & Pieters, 2000) (L. Wu et al., 2007) (Lengauer & Rarey, 1996). El
inhibidor, fue sintetizado por nuestros colaboradores alemanes (Grupo del Dr.
Efferth).

En un ensayo previo en nuestro laboratorio, se incubaron células RS4;11 y CCRF-
CEM en presencia del Inh-YY1y los resultados mostraron que por si solo el inhibidor
no disminuye la viabilidad celular cuando se compara con células no tratadas.
Ademas, mediante un ensayo de EMSA se encontré que el Inh-YY1 reduce la unién
del factor de transcripcién YY1 al DNA. Finalmente, nuestro grupo de trabajo ha
demostrado que cuando las células se incuban con el inhibidor en combinacion con
el quimiofdrmaco vincristina y metrotexate se disminuye significativamente la
viabilidad celular en comparacion con las células tratadas Unicamente con el
guimiofarmaco, lo anterior nos indica que el inhibidor tiene efecto sobre la viabilidad
celular cuando se administra un quimiofarmaco.

Debido a que actualmente el inhibidor se encuentra en tramites de patente, no nos

es posible dar méas informacién respecto a su disefio y sintesis.
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Planteamiento del problema.

La leucemia es una neoplasia maligna caracterizada por la proliferacion
descontrolada en células hematopoyéticas de la medula 6sea y se sabe que es una
de las causas mas comunes de céncer en nifios en México y en el Mundo. Dentro
de los diversos tipos de leucemias la mas frecuente entre la poblacion infantil es la
LLA. Representa el 75-80% de las leucemias agudas en edad pediatrica,

predominando entre los 2 y 5 afios.

A pesar de la eficiencia de los diversos agentes quimioterapéuticos que se han
utilizado en la préactica clinica para el tratamiento de la LLA, el desarrollo de la
resistencia a los farmacos por las células tumorales continta siendo un problema
en la falla a los tratamientos en pacientes con este padecimiento. Una de las
principales fallas en el tratamiento de la LLA es la resistencia a farmacos se debe a
la existencia de proteinas cuyo papel principal es la expulsion de agentes toxicos

fuera de las células cancerosas, entre ellas destaca la sobreexpresion de MDR1.

Estudios recientes en el laboratorio identificaron que el promotor del gen MDR1
contiene 4 sitios especificos de union para el factor de transcripcion YY1 y se
establecié que dicho factor de transcripcion actia como regulador del gen. Ademas,
observaciones previas en nuestro laboratorio, asi como de otros grupos de trabajo
indican que cuando se inhibe la actividad de YY1 mediante siRNAs u Oxido nitrico
existe un efecto positivo en la respuesta a los farmacos y a la induccion de la muerte
celular. Dada la importancia de YY1 en la resistencia a farmacos y al valor
prondstico que tiene en los pacientes, se vuelve indispensable desarrollar nuevas y
mejores estrategias que permitan evitar la accién de YY1 y con ello evitar la
guimiorresistencia ya que hasta el momento ni los siRNAs ni el éxido nitrico
representan una alternativa de tratamiento. En ese sentido nacié el interés en
nuestro laboratorio por disefiar una molécula pequeia capaz de inhibir la actividad
de YY1.

En la actualidad, debido a los avances biotecnologicos se ha implementado la

creacion de una amplia gama de terapias que incluyen vacunas, terapias celulares,
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hormonas, citocinas, anticuerpos monoclonales y moléculas pequefas. Las
moléculas pequefias son moléculas organicas que poseen una actividad biolégica
determinada por el hecho de que se unen al sitio activo de una proteina responsable
de la enfermedad, denominada “blanco molecular”. En cuanto al desarrollo de
nuevos farmacos, sélo en la ultima década, la Food and Drug Administration (FDA)
ha aprobado 183 moléculas pequefias (Mullard, A 2010) para tratar diversas
enfermedades incluido el cancer. La finalidad de este proyecto consiste en evaluar
la eficacia de una molécula pequefia (denominada Inh-YY1) para sensibilizar a las
células cancerosas al farmaco etopdésido que es uno de los principales agentes

guimioterapéuticos utilizados en la LLA.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Evaluar el efecto de un inhibidor de la actividad de YY1 en la sensibilizaci6on de

células de LLA a etopdsido.

Objetivos especificos.

e Evaluar la expresion de YY1 en la linea celular CCRF-SB derivada de LLA por
inmucitoquimica.

e Evaluar la toxicidad del etopdsido en la linea celular CCRF-SB derivada de LLA
mediante una curva de dosis-respuesta.

e Determinar una dosis subtdxica de etoposido en la linea celular CCRF-SB
derivada de LLA.

e Evaluar la toxicidad del Inh-YY1 en la linea celular CCRF-SB derivada de LLA
mediante una curva de dosis-respuesta.

e Determinar una dosis subtéxica del inhibidor de YY1 en la linea celular CCRF-
SB derivada de LLA.

e Evaluar el efecto del Inh-YY1 en la expresion del gen MDRL1 en la linea celular
CCRF-SB derivada de LLA.

e Evaluar el efecto del Inh-YY1 en la expresién del gen Fas en la linea celular
CCRF-SB derivada de LLA.

e Evaluar el efecto del Inh-YY1 en la apoptosis mediada por etoposido en la linea
celular CCRF-SB derivada de LLA mediante deteccion de caspasa 3 activa.

e Evaluar el efecto del Inh-YY1 en la apoptosis mediada por etopdsido en la linea
celular CCRF-SB derivada de LLA mediante TUNEL-in situ.
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MATERIAL Y METODOS.

Cultivo Celular.

La linea celular CCRF-SB obtenida del ATCC (American Type Culture Collection,
EUA) deriva de un nifio de origen caucésico de 11.5 afios diagnosticado con LLA
de células B. Las células fueron cultivadas en medio Advanced RPMI 1640
suplementado al 4% con suero fetal de bovino, L-glutamina y una mezcla de
antibiético-antimicético (todos de la marca Gibco®, EUA) a 37 °C en atmosfera
himeda y una mezcla de 5% CO2 y 95% aire. Para el mantenimiento de los cultivos
se practicé un cambio de medio cada dos a tres dias. Para todos los ensayos se
usaron cultivos que presentaban una viabilidad mayor o igual al 90% mediante el

método de conteo en cdmara de Neubauer y exclusion con azul tripano.

Ensayos dosis-respuesta.

Para evaluar la toxicidad del etopdsido y del Inh-YY1 en la linea celular CCRF-SB,
en una placa de 96 pozos se sembraron 50,000 células por pozo y se incubaron a
diferentes concentraciones de etoposido (en un rango de 0 a 10uM) o de Inh-YY1
(en un rango de 0 a 20pg/ml) durante 24 horas. Posteriormente, la viabilidad celular
fue evaluada mediante un ensayo de MTS usando el kit Promega (Cat. G6320)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, después de los tratamientos
se adiciono el reactivo MTS a la placa a una concentracion final de 0.33 mg/ml. Las
células fueron incubadas durante 2 horas a 37°C. La absorbancia se ley6 a 490nm

en un lector de placas EnSpire® (PerkinElmer).

Anadlisis del efecto del Inh-YY1 en la transcripcion.

Para evaluar el efecto del Inh-YY1 en la trascripcion de los genes blanco del factor

de transcripcion YY1, las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de
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6pg/ml del Inh-YY1 durante 24h y posteriormente la expresion de MDR1 y Fas fue

analizada por inmunocitoquimica.

Ensayo de Inmunocitoquimica (ICQ).

Para evaluar la expresion basal de YY1, 20,000 células fueron fijadas con metanol
a 4°C durante 10min y posteriormente lavadas dos veces en agitacion constante
con PBS durante 5min. Para evaluar la expresion de MDR1 y Fas las células fueron
lavadas y fijadas después de cumplir el tratamiento con el Inh-YY1. Brevemente, la
recuperacion antigénica fue realizada usando citrato de sodio (0.01M, pH 6.0). La
actividad de la peroxidasa enddgena se inhibié usando peréxido de hidrogeno al 3%
en metanol. La unidon no especifica se bloquedé sumergiendo las laminillas en
solucién de leche al 10% en PBS durante 1 hora. Las laminillas se incubaron durante
la noche a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-YY1 (dilucién 1:2000, Novus
Biologicals NBP2-20932), anti-Fas (dilucién 1:500, Novus Biologicals NBP1-41407)
y anti-MDR1 (dilucién 1:2000, Abcam ab129450). Las laminillas se lavaron 3 veces
con PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario InmPRESS ® (Horse Anti-
Mouse 1gG, Polymer Kit, Peroxidase, Cat. No..MP-7402) cuyo sistema de
amplificacion enzimético produce una tincién nitida, altamente sensible y especifica
(dilucién 1:1000) durante 1 hora. Pasado este tiempo se realizaron 3 lavados con
PBS y posteriormente se afiadié una solucién de diaminobencidina (DAB) en una
dilucién 1:300 (ImMmPACT® DAB, Cat. No.: SK-4105) la cual en presencia de la
enzima peroxidasa genera un producto de reaccion marrén. La reaccion se detuvo
con agua y las laminillas se contra tifieron con hematoxilina. Las laminillas se

deshidrataron y se cubrieron con resina y se secaron a temperatura ambiente.

Inducciéon de apoptosis.

Para evaluar el efecto del Inh-YY1 en la reversion de la resistencia a etopoésido, se

indujo un ensayo de apoptosis en la linea celular CCRF-SB. En placas de 6 pozos,
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500,000 células fueron sembradas e incubadas en presencia o ausencia de 6ug/ml
de Inh-YY1 durante 24h. Posteriormente las células fueron incubadas en presencia
0 ausencia de la dosis subtoxica de 20nM/ml de etopdésido por 14h. Posteriormente
se evaluo la apoptosis por el ensayo de TUNEL in situ y deteccidén de caspasa 3
activa por citometria de flujo.

Ensayo de TUNEL (Transferase dUTP nick end labeling) in situ.

Posterior a la induccion de apoptosis, 20,000 células fueron fijadas con formaldehido
al 4% por 20min a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con PBS y
se procedio al protocolo de TUNEL. Brevemente, la recuperacién antigénica fue
realizada usando citrato de sodio (0.01M, pH 6.0). La actividad de la peroxidasa
enddgena se inhibié usando peréxido de hidrogeno al 3% en metanol. La unién no
especifica se bloque6é sumergiendo las laminillas en solucion de leche al 10% en
PBS durante 1 hora.

Brevemente, los fragmentos de la cadena de ADN se identificaron marcando las
terminales 3'-OH con nucledtidos modificados en una reaccidn enzimatica por la
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) (In Situ Cell Death Detection Kit,
ROCHE) que cataliza la polimerizacién de los nucleétidos marcados para liberar los
extremos del ADN 3'-OH. Las laminillas fueron cultivadas con la solucion enzimatica
en una dilucién 1:400 (In situ cell death kit, ROCHE) en camara humeda a 37°C
durante 1h. Después de 3 lavados con PBS las laminillas se incubaron con la mezcla
de reaccion de TUNEL (POD) que detecta fragmentos Fab de anticuerpos anti-
fluoresceina conjugados con peroxidasa en una dilucion 1:400 (In situ cell death kit,
ROCHE) en camara himeda a 37°C durante 1h. Finalmente, se realizaron 3 lavados
con PBS y posteriormente se afiadié una solucion de diaminobencidina (DAB) en
dilucion 1:300 (ImmPACT® DAB, Cat. No.: SK-4105) la cual en presencia de la

enzima peroxidasa genera un producto de reaccion marrén. La reaccion se detuvo

22



con agua y las laminillas se contra tifieron con hematoxilina. Las laminillas se

deshidrataron y se cubrieron con resina y se secaron a temperatura ambiente.

Deteccidn de caspasa 3 activa por citometria de flujo.

Posterior a la induccion de apoptosis, las células fueron lavadas con PBS y se
procedid a la deteccion de caspasa 3 activa mediante citometria de flujo.
Brevemente, las células se fijaron y permeabilizaron en 100ul de la solucion
fijadora/permeabilizadora del kit BD Cytofix/Cytoperm™ (Cat. No. 554714) por 1h a
4°C protegido de la luz. Las células se lavaron con 700pul de la solucion de lavado
del mismo kit. Las células se incubaron con el anticuerpo anti-caspasa 3 activa
acoplado a FITC (BD Pharmingen Cat. 559341) en una dilucion 1:20 durante 1h a
4°C protegido de la luz. Las células se lavaron con 700ul de la solucion de lavado y
se resuspendieron en 400ul de formaldehido al 4% frio. El porcentaje de células
positivas se analiz6 mediante citometria de flujo en un citometro CytoFlex (Beckman

Coulter). Un minimo de 10,000 eventos fue analizado para cada condicion.

Analisis de datos.

El andlisis estadistico y las graficas se realizaran con el programa Graph Pad Prism
6.0 por GraphPad Software Inc. Los datos se presentardn como medios aritméticos
con desviaciones estandar. La evaluacion de las diferencias en el nimero de células
positivas y la densidad de la expresién de las reacciones de ICQ se determinara
mediante una prueba de ANOVA unidireccional. Posteriormente se realizaran
multiples analisis de comparacion utilizando la prueba de Tukey para identificar las
diferencias entre los grupos. Se considerara significativa cuando los resultados

presenten una p<0.05.
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RESULTADOS

YY1 se encuentra sobreexpresado en LLA.

Se evaluo la expresion del factor de transcripcion YY1 por inmunocitoquimica en las
células CCRF-SB. Como se puede observar en color café en las microfotografias
de la figura 3, la expresiéon de YY1 es nuclear en las células CCRF-SB.
Interesantemente, la expresion de YY1 se puede observar con una mayor intensidad
en algunas subpoblaciones celulares. El control de isotipo es negativo para la
expresion de YY1 lo cual indica la especificidad de la tincién observada. Nuestros
resultados muestran que YY1 se encuentra sobreexpresado en la linea celular
CCRF-SB de LLA.

Anti-YY1 Control de isotipo

6 microns
; 1

Figura 3. Expresion de YY1. Microfotografia representativa de la expresion de YY1 (mostradas en color café)
en las células CCRF-SB. Magnificacién 40x.
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El etopdsido es toxico en células CCRF-SB en dosis micromolares.

Mediante un ensayo de viabilidad (MTS) se evalué el efecto téxico del ETO en las
células CCRF-SB. En la figura 4 se puede observar la disminucion en la viabilidad
de las células a medida que aumenta la concentracion de ETO. Dosis por debajo de

100nM no muestran una disminucién significativa en la viabilidad celular.

Por el contrario, dosis micromolares (21uM) reducen de manera significativa la
viabilidad celular (p< 0.0001). Interesantemente, se requieren dosis mayores de
10uM para observar una disminucion en la viabilidad mayor al 50% en las células.
Podemos concluir entonces que dosis micromolares de etopésido producen un
efecto toxico en células CCRF-SB disminuyendo de manera significativa la

viabilidad celular.

Puesto que nuestro interés era usar una dosis de ETO que no afectara
significativamente la viabilidad celular se usé la dosis de 10nM como dosis subtoxica

en los ensayos subsecuentes.

CCRF-SB
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1001

80"

60"

40+

% de viabilidada
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Figura 4. Curva dosis respuesta al farmaco etopdsido. Las células CCRF-SB fueron incubadas por 48h a
diferentes concentraciones de etopdsido para posteriormente evaluar la viabilidad celular por ensayo de MTS.
Los puntos representan el promedio de viabilidad con respecto al control (OnM) de un ensayo por triplicado. Las
diferencias estadisticas fueron analizadas mediante un analisis de ANOVA y la prueba Bonferroni para
comparaciones multiples. * p < 0.0001. La linea roja punteada representa el 50% de viabilidad.
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En dosis bajas el Inh-YY1 no dafa significativamente la viabilidad celular.

Mediante un ensayo de viabilidad (MTS) se evalué el efecto téxico del Inh-YY1 en
las células CCRF-SB. En la figura 5 se observa la disminucion de la viabilidad en
las células a medida que aumente la concentracion del Inh-YY1. En dosis iguales o
menores a 8ug/ml no se observa una disminucion significativa en la viabilidad
celular. Por el contrario, en dosis mayores o iguales a 10ug/ml se observa que hay
una disminucion significativa (p<0.05) en la viabilidad de las células CCRF-SB. Con
base en estos resultados podemos concluir que a dosis bajas el Inh-YY1 no tiene

un efecto importante sobre la viabilidad celular en células CCRF-SB.

Puesto que nuestro interés era usar una dosis de Inh-YY1 que no afectara
significativamente la viabilidad celular se us6 la dosis de 6ug/ml como dosis

subtdxica en los ensayos subsecuentes.

120+
1004
80+
60+

40+

% de viabilidad

20+

[Inh-YY1pg/mi]

Figura 5. Curva dosis respuesta al Inh-YY1. Las células CCRF-SB fueron incubadas por 24h a diferentes
concentraciones de Inh-YY1 para posteriormente evaluar la viabilidad celular por ensayo de MTS. Los puntos
representan el promedio de viabilidad con respecto al control de un ensayo por triplicado. Las diferencias
estadisticas fueron analizadas mediante un analisis de ANOVA vy la prueba Bonferroni para comparaciones
multiples. * p < 0.05.
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El Inh-YY1 regula negativamente la actividad de YY1 impactando en la
expresion de sus genes blancos MDR1 Y Fas.

Para evaluar el efecto del Inh-YY1 en la actividad del factor de transcripcién YY1,
se evalué mediante la técnica de inmunocitoquimica la expresion del gen Fas. Se
observa en las microfotografias de la figura 6, las células sin tratamiento presentan
poca o nula expresion del gen Fas, mientras que las células incubadas con el Inh-
YY1 presentan un aumento en la expresion de Fas que se puede observar en color

café.

El control de isotipo es negativo para la expresion del gen Fas lo que indica la

especificidad de la tincidon observada.

Sin tratamiento Inh-YY1 Control de isotipo

o

6 microns
' 1

Figura 6. Expresion de Fas. Microfotografias representativas de la expresion de Fas (mostradas en café) en
las células CCRF-SB. Magnificacion 100x.

Para corroborar estos resultados se realizdé un ensayo de RT-PCR en tiempo real
para evaluar la expresion del gen Fas. Nuevamente, observamos que tras el
tratamiento con el Inh-YY1 aumenta de manera significativa la transcripcion del gen
Fas (p=0.001) (Figura 7).
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FAS / GAPDH
(veces de cambio)

Figura 7. Andlisis de la expresion de Fas por RT-PCR. Las barras representan la expresion relativa de Fas
con respecto al gen control GAPDH de un ensayo por triplicado. Las diferencias estadisticas fueron analizadas

Sin tratamiento

mediante una prueba de t de Student. * p = 0.001.

Inh-YY1

Al evaluar el efecto del Inh-YY1 en la expresion del gen MDR1 mediante la técnica

de inmunocitoquimica observamos que las células sin tratamiento muestran una

mayor expresion citoplasmatica de MDR1 en comparacion con las células tratadas

con el Inh-YYL1. El control de isotipo es negativo en la expresion del gen MDRL1 lo

gue indica la especificidad de la tincién observada (Figura 8). Nuestros resultados

sugieren que el Inh-YY1 regula negativamente la actividad de YY1.

Sin tratamiento

Inh-YY1

Control de isotipo

% »

\\5

b “

6 microns
—

Figura 8. Expresion de MDR1. Microfotografias representativas de la expresion de MDR1 (mostradas en
color café) en las células CCRF-SB. Magnificacion 100x.
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El Inh-YY1 sensibiliza a células de LLA a etopoésido.

Para evaluar el efecto del Inh-YY1 en células CCRF-SB se realizo la medicion de
caspasa 3 activa en las células tratadas con o sin Inh-YY1y con o sin ETO. Cuando
las células son expuestas al ETO se puede observar un aumento minimo de células
positivas para caspasa 3 activa, pero cuando las células son tratadas tanto con ETO
como con el Inh-YY1 la presencia de células positivas para caspasa 3 activa resulta
aumentar de manera significativa (p<0.03) (Figura 9). Interesantemente,
observamos que las células incubadas solo con el Inh-YY1 no muestran un aumento
de células positivas para caspasa 3 activa en comparacion con las células sin
tratamiento. Con base en estos resultados se puede concluir que al inhibir la
actividad del factor de transcripcion YY1 mediante una molécula pequeiia inhibitoria

se sensihiliza a las células CCRF-SB al tratamiento con ETO.

5m *
1

%caspasa 3 activa

SinTx Inh-YY1 ETO ETO+Inh

Figura 9. Efecto del Inh-YY1 en la induccion de apoptosis por etopdsido. Andlisis de la expresion de
caspasa 3 activa por citometria de flujo. Las barras representan el promedio de células positivas para caspasa
3 activa para cada condicion. Las diferencias estadisticas fueron analizadas mediante un analisis de ANOVA 'y
Tukey para comparaciones multiples * p < 0.03. SinTx = Sin tratamiento, ETO = etopdsido, ETO+Inh =
etopoésido+inh-YY1.

Puesto que la medicion de la caspasa 3 activa es utilizada para evaluar la apoptosis
temprana de las células decidimos realizar un ensayo de TUNEL para poder evaluar
la apoptosis tardia en las células. En la figura 10 podemos observar que existe un
incremento en la apoptosis tardia, cuando las células son tratadas con ETO (células

en color café). Por el contrario, en el tratamiento tanto con el Inh-YY1 como con el
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ETO la presencia de células apoptéticas se encuentra aumentada. Nuevamente,

podemos observar que después de utilizar el Inh-YY1 las células CCRF-SB se

sensibilizan a ETO, mostrando resultados mas efectivos al tratamiento.

Sin tratamiento

ETO

ETO+Inh

6 microns
W

Figura 10. Efecto del Inh-YY1 en la induccidon de apoptosis por etopo6sido. Analisis de la expresion de
células apoptéticas mediante TUNEL in situ. Microfotografias representativas de células apoptéticas-TUNEL
positivas (mostradas en café). Magnificacién 20x. ETO = etopésido, ETO+Inh = etopdsido+inh-YY1.
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DISCUSION

La leucemia linfoblastica aguda es principalmente una enfermedad pediatrica, cuya
incidencia maxima se encuentra entre los 2 a los 5 afios. La LLA es el cancer més
comun en nifios, representa aproximadamente el 75% de las leucemias en menores
de 19 afos y es la segunda causa mas comun de muerte. En México, menos del
65% de los casos sobreviven a 4 afos posteriores al inicio del tratamiento aun
cuando los esquemas de tratamientos actuales han aumentado la supervivencia de
los pacientes (Antonio-Andrés et al., 2018). A pesar de ser una de las enfermedades
malignas mas frecuente durante la infancia, también puede presentarse durante la
adolescencia y la edad adulta entre los 15 a los 39 afios con un mal prondstico,
representando alrededor del 20% de las leucemias agudas en adultos (Lozano,
2002) (American Cancer Society, 2014).

La leucemia linfoblastica aguda tiene incidencia en la poblacion menor a los 19 afios
y la tasa de mortalidad es alta. En México, menos del 65% de los casos sobreviven
a 4 afnos posteriores al inicio del tratamiento aun cuando los esquemas de

tratamientos actuales han aumentado la supervivencia de los pacientes.

El tratamiento con quimioterapia aumenta la respuesta y la supervivencia a muchos
tipos de cancer, sin embargo, su eficacia puede verse limitada por diversos
mecanismos de resistencia que las células adquieren para evadir la accién de los
farmacos y lo cual puede significar un mal pronéstico para los pacientes (Antonio-
Andrés et al., 2018). Cabe mencionar que el tratamiento con quimioterapia puede
tener efectos adversos dificiles de combatir, por esta razon se han investigado
nuevos tipos de terapias dirigidas como son los anticuerpos monoclonales y las

pequefias moléculas.

Las moléculas pequefas presentan un amplio espectro de objetivos como son los
inhibidores de moléculas pequefias que pueden ser demasiado especificas e inhibir
de manera selectiva la funcion del objetivo determinado. En este trabajo se evalu6

el efecto y la toxicidad de la molécula pequefia Inh-YY1 en células CCRF-SB
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derivadas de LLA y se puso a prueba su eficacia como farmaco capaz de sensibilizar

a las células a etopdésido.

Nuestros primeros resultados demuestran que el factor de transcripcion YY1
presenta una sobreexpresion nuclear en las células CCRF-SB que derivan de la
LLA. Estudios recientes del laboratorio reportaron por primera vez la sobreexpresion
de YY1 en diferentes lineas celulares derivadas de LLA teniendo como
consecuencia una menor sensibilidad a diferentes agentes quimioterapéuticos
(Articulo por publicar). Estos resultados se relacionan con diversas investigaciones
que sugieren que YY1 estd sobreexpresado en diferentes tipos de cancer
incluyendo el cancer de colon (N. Zhang et al., 2013), el cancer de ovario (Berchuck
et al., 2005), el cancer de mama (Allouche et al.,2008) (Thomassen, Tan, & Kruse,
2008), el cancer de prostata (Seligson et al., 2015), el cancer pancreatico (J. J.
Zhang et al., 2014), melanoma (G. Zhao et al., 2015), osteosarcoma (Nigris et al.,
2011), glioblastoma (Baritaki et al., 2009) y por supuesto en leucemia linfoblastica

aguda, lo que implica un mal pronéstico (Antonio Andrés et al., 2018).

Interesantemente se sabe que las células que expresan de manera natural altos
niveles de YY1 son menos sensibles a los farmacos que las células que contienen
bajos niveles (L. Zhao, Li, & Gan, 2018) (L6pez-Perez et al.,2021) En este estudio
se relaciond por primera vez la sobreexpresion de YY1 con la resistencia al farmaco
etopdsido en la linea celular CCRF-SB. Observamos que se requieren dosis
micromolares (<1uM) para reducir de manera significativa la viabilidad de las
células, de hecho, se requieren dosis mayores a 10uM para reducir la poblaciéon en
un 50% lo cual sugiere que esta linea celular presenta quimioresistencia a este

farmaco.

La asociacion de la sobreexpresion de YY1 con la resistencia a farmacos se da a
través de diferentes mecanismos regulados por este factor de transcripcion entre
los que destacan el exceso de eflujo del farmaco, la activacién de las vias de
supervivenciay la inhibicion de la apoptosis (Perez, 2009) (Lopez-Perez et al.,2021).

YY1 es capaz de regular el exceso de eflujo a través de la regulacion positiva de la
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expresion de MDR1 (Antonio-Andrés et al., 2018) y de inhibir la apoptosis a través

de la regulacion negativa de la expresion de Fas (Martinez-Torres et al., 2020).

Nuestro estudio demostro que el Inh-YY1 disminuye la expresion de MDR1 en las
células CCRF-SB. Se ha demostrado anteriormente que YY1 se encuentra
regulando de manera positiva a MDR1 en las lineas celulares PC-3 y RS4;11.
Cuando el YY1 es silenciado por medio del siRNA, la droga anticancerigena
adriamicina se acumula en el interior de las células, ya que la adriamicina es un
sustrato de MDR1 (Antonio Andrés et al., 2018). Estudios previos han asociado la
alta expresion de MDR1 con la resistencia a diferentes agentes quimioterapéuticos
incluidos la vincristina (Helson, Zahn, & Helson, 1994) (Lum, Gisland, Kaubisch, &
Sikic, 1993), el etopdsido (Gosland et al., 1996) y el metrotexato (Yao et al., 2017)
(Norris et al., 1996) en varios tipos de células. En ensayos clinicos sobre el cancer
de mama, la sobreexpresiéon de MDR1 se asocié con un riesgo tres veces mayor de
no responder a la quimioterapia, y se observé que su expresion aumentaba después

de la exposicion a la quimioterapia (Trock, Leonessa, & Clarke, 1997).

Por otro lado, nuestros resultados muestran que el Inh-YY1 incrementa de manera
significativa la expresion de Fas en LLA lo cual sugiere que este gen esta siendo
regulado negativamente por YY1 en las células CCRF-SB. Se ha demostrado la
correlaciéon que existe entre los niveles bajos de Fas y la sobreexpresion de YY1 en
células RS4;11 de LLA en adulto (J. J. Zhang et al., 2014). Los bajos niveles de Fas
se asocian con un mal pronéstico (Lu. Et al., 2020) y una respuesta deficiente al

tratamiento en la LLA pediatrica y en otros tumores (Li et al., 2019) (Jia et al., 2019).

Investigaciones realizadas con la linea celular de cancer de prostata PC3 muestran
un aumento en la expresion de Fas después del tratamiento con 6xido nitrico (ON)
ya que YY1 es inhibido por el ON a través de S-nitrosilacion por lo que ya no puede
reprimir la expresion de Fas (Hongo et al., 2005). De manera similar el ON aumenta
la apoptosis mediada por Fas en el carcinoma de ovario (Garban &Bonavida, 2001).
De manera interesante, la expresion de Fas podria ser inducida por algunos
farmacos citotoxicos como son el etopdsido(Ferraro et al., 2000), la vincristina (Lam,

Findley, et. al, 2002) y el metrotexato (Friesen, Herr, Krammer, & Debatin, 1996) lo
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cual sugiere que después de una exposicion al farmaco, las células podrian estar
induciendo la muerte celular después de la uniéon de Fas a su respectivo receptor
ya que la inhibicién de Fas resulta en una disminucién de la apoptosis (Muller et al.,
1997)(Fulda, Sieverts, et. al, 1997). Como consecuencia de que el Inh-YY1 inhiba
la actividad del factor de transcripcién YY1 se induce la sobreexpresion de Fas que
sensibiliza a las células a la muerte inducida por Fas, de tal manera que podria ser
utilizada para prevenir la evasion de la apoptosis por esta via. Aunque también
existen pruebas de que el etopodsido puede inducir la apoptosis en una via
independiente de FasL/Fas (Ferraro et al., 2000). Ademas, el Inh-YY1 podria usarse
en conjunto con terapias dirigidas a la induccion de apoptosis via Fas. En conjunto
estos resultados podrian explicar porque las células CCRF-SB se vuelven sensibles
a dosis subtoxicas de ETO cuando son tratadas de manera simultdnea con el Inh-
YY1

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento conjunto de Inh-YY1 y ETO
incrementan de manera significativa las células apoptéticas en comparacion con las
células que solo reciben el tratamiento con ETO e interesantemente, el Inh-YY1 en
la dosis usada no es toxica en las células lo cual es relevante debido a que se busca
evitar inducir un aumento de los efectos secundarios que normalmente son
ocasionados por el tratamiento con quimioterapia. Nuestros resultados sugieren que
la resistencia al ETO en las células CCRF-SB es regulado por la sobreexpresiéon de

YY1 la cual a su vez induce la expresion de MDRL1 e inhibe la expresion de Fas.

La sobreexpresion de YY1 tiene una gran relevancia clinica en el contexto del
cancer ya que se ha observado que YY1 puede inducir resistencia a mas de un
farmaco (Articulo por publicar), lo que podria explicar el fracaso del tratamiento en
pacientes con niveles elevados de YY1 que incluye aspectos como mayor recaida
y menor supervivencia (Antonio-Andrés et al., 2018). Dada la importancia clinica de
la sobreexpresion de YY1 en cancer resulta relevante contar con nuevas estrategias

gue permitan bloquear a este factor de transcripcion.
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La inhibicion de YY1 mediante ON ha demostrado ser una estrategia con la
capacidad de revertir la resistencia a los medicamentos, sin embargo, no ha sido
probada en humanos debido a su amplio espectro de accion en diferentes factores
de transcripcion, o porque cualquier tipo de terapia génica, como lo es el siRNA,
puede modificar las células permanentemente incluyendo a las células no objetivo.
Por esta razén la molécula pequefia Inh-YY1 es de vital importancia por su potencial
uso farmacologico capaz de revertir la multirresistencia en las células de la LLA y
su efecto pro-apoptético de los medicamentos via sistema receptor / ligando
FasL/Fas.

En la infancia, la leucemia linfoblastica aguda, la sobreexpresiéon nuclear de YY1y
la expresion citoplasmética de MDR1 se asocian con una baja supervivencia global
(Antonio-Andrés et al., 2018).
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CONCLUSIONES.

¢ YY1 se encuentra sobreexpresado en células CCRF-SB derivadas de LLA.

e Las células CCRF-SB de LLA son resistentes al farmaco etopésido.

e El Inh-YY1 en dosis bajas no dafia significativamente la viabilidad de las
células CCRF-SB derivadas de LLA.

e ElInh-YY1 regula negativamente la actividad del factor de transcripcion YY1
qgue regula los genes Fas y MDRL1.

e ElInh-YY1 sensibiliza a las células CCRF-SB derivadas de LLA al tratamiento
con etoposido.
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