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“En algun lugar, algo increible esta esperando ser conocido”.

Carl Sagan



RESUMEN

La leucemia es una neoplasia maligna que se desarrolla en la médula 6sea,
produciendo grandes cantidades de globulos blancos inmaduros que son
transportados al torrente sanguineo. Existen 4 tipos de leucemias, una de ellas es
la leucemia mieloide crénica que es una enfermedad crénica que afecta
especificamente el linaje mieloide (plaquetas, eritrocitos, granulocitos y monocitos).
Los tratamientos contra la leucemia logran ser efectivos, pero presentan diversos
efectos secundarios afectando a los pacientes. La busqueda de nuevas moléculas
con propiedades antineoplasicas con disminuidos efectos secundarios es un campo
en creciente demanda. Estudios han demostrado la actividad citotoxica de los
ciclodipéptidos bacterianos (CDPs) producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1
en las lineas celulares HeLa, CaCo-2 y B16FO0 (lineas celulares tumorales). También
se comprobo que estos CDPs disminuyen el tamafio de tumores xenoinjertados en
modelo de ratdon. Ademas, encontraron que los tratamientos promovieron la
restauracion de la hiperactivacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR. En el
presente proyecto se estudio el efecto de los CDPs de P. aeruginosa sobre la linea
celular de leucemia mieloide cronica K562. Los resultados obtenidos demostraron
gue los CDPs presentan citotoxicidad de manera dosis dependiente en los cultivos
celulares, presentando una IC50 de 3 pg/mL. Ademas, se estudio la produccion del
radical superéxido y se observo que durante las primeras horas de tratamiento se
obtuvo la mayor concentracion del anion, se logré la méaxima concentracion de
superoxidos con la concentracion de 0.001 mg/mL a 2 h de tratamiento. También
se observé que los CDPs desencadenaron el proceso de apoptosis logrando
obtener ~50% de células apoptoéticas después de 4 h de tratamiento. Se concluyé
en este proyecto que los CDPs de Pseudomonas aeruginosa producen apoptosis
de manera dosis dependiente y su efecto citotéxico involucra la generacién de
estrés oxidativo en las células K562 de leucemia mieloide crénica. Por lo anterior se
puede sugerir a los CDPs bacterianos como un farmaco con actividad
antineoplésica y un potencial terapéutico en el tratamiento de leucemia mieloide
cronica.
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ABSTRACT

The cytotoxic effectiveness of CDPs produced by Pseudomonas aeruginosa PAO1
in HeLa, CaCo-2, and B16-FO cell lines (tumor cell lines) has been previously
studied. Also, it has been shown that the CDPs decreased the size of xenografted
tumors in murine model; also, it studied the pathways involved in the effect produced
by the CDPs, finding that the treatments promoted the restoration of the
hyperactivation of the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. In addition, elements of
several  signaling pathways, such  as Ras-ERK, PI3K/INK/PKA,
p27Kipl/CDK1/survivin, MAPK, HIF-1, epithelium-mesenchymal transition, and
cancer stem cell pathways were modified by the treatment with CDPs. The molecular
model of CDPs with protein kinases involved in neoplastic processes suggests that
these compounds may be interacting with the active sites of enzymes, interfering
with multiple pathways involved with tumor formation and progression. On the other
hand, leukemia is a type of cancer that occurs in the bone marrow, producing large
numbers of immature white blood cells that are carried into the bloodstream. Chronic
myeloid leukemia is a chronic disease affecting the myeloid lineage (platelets,
erythrocytes, granulocytes, and monocytes). It has been shown some leukemia
treatments are effective, but they develop several side effects concerning patients
with these sequelae in a long term. The search for new antineoplastics without side
effects is a field of growing demand. An attractive proposal is the use of bacterial
cyclodipeptides. In the present project, the effect of CDPs on the K562 chronic
myeloid leukemia cell line was studied. The results showed that CDPs exhibit dose-
dependent cytotoxicity in cell cultures calculating an IC50 of 3 pg/mL. In addition,
CDPs triggered the apoptosis process, obtaining ~50% of apoptotic cells after 4 h of
treatment. In addition, the production of the superoxide radical was studied, and it
was shown that during the first hours of treatment the highest concentration of the
anion was obtained. This project concluded that CDPs decrease cell viability and
produce apoptosis in a dose-dependent manner in K562 cells with chronic myeloid
leukemia. Thus, the bacterial CDPs can be suggested as drugs with antineoplastic
activity with potential therapeutic in the treatment of the chronic myeloid leukemia
disease.
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MARCO TEORICO

|. Cancer
La OMS define el término “Cancer” como un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolado de células (OMS, 2020). El Instituto Nacional del Cancer especifica
cancer como el nombre de las enfermedades en las que hay células anormales que
se multiplican sin control y pueden invadir los tejidos cercanos (NIH, 2020).

Entonces, “Cancer” es el término general para referirse a mas de 100 enfermedades
gue afectan distintos tipos de tejidos y tipos de células (Hoskin y Ramamoorthy,
2008). Algunos tipos de cancer forman aglomeraciones de células cancerosas
llamados tumores.

Este tipo de enfermedades son padecimientos multifactoriales. Los factores de
riesgo de cancer incluyen la exposicion a productos quimicos y factores como la
edad y los antecedentes familiares. Algunos ejemplos de éstos son: alcohol, la edad,
agentes infecciosos, radiacion solar, el tabaco, entre otras (NIH, 2015-4). Cada
paciente presenta una combinacion Unica de mutaciones que desarrolla la
enfermedad.

i.  Caracteristicas del cancer

Todas las formas de cancer se caracterizan por el crecimiento celular anormal
resultado por un numero relativamente pequefio de mutaciones genéticas
heredadas o inducidas por factores ambientales (Hoskin y Ramamoorthy, 2008).
Estas mutaciones generan cambios en las vias de sefalizacién que regulan la
progresion a través del ciclo y el crecimiento celulares, y estas vias afectadas
influyen en otras propiedades biologicas celulares como la supervivencia celular y
el metabolismo energético.

Entonces asi, la transformacion maligna de una célula acontece por acumulacion
de mutaciones en genes especificos agrupados en dos familias (figura 1):

- La primera familia esta integrada por los protooncogenes. Estos dirigen la
produccion de proteinas clave en la proliferacion y diferenciacion celular,
como ciclinas, factores de crecimiento, receptores, etc. Cuando éstos mutan
se transforman en oncogenes, siendo capaces de orquestar la multiplicacion
desordenada de las células, de modo que algunos de ellos potencian la
maquinaria celular para que sintetice de forma masiva determinados
desencadenantes de la division descontrolada.

- La segunda familia esta integrada por los genes supresores de tumores
también conocidos como genes supresores, que en el organismo sano
controlan la proliferacion celular. Ellos, por tanto, son reguladores negativos
de crecimiento y cuando no estan presentes en la célula o se encuentran
inactivos a causa de mutaciones, las células dejan de crecer normalmente y




adquieren propiedades proliferativas anormales, caracteristicas de las
células tumorales (Brandan et al., 2014).
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Figura 1. Genes supresores de tumores y protooncogenes en el desarrollo del cancer.
(Modificado de Brandan et al., 2014)

Un desequilibrio en la expresion de estos grupos de genes da como resultado
diversas caracteristicas que le permiten a las células cancerosas dividirse
descomedidamente y resistir a la muerte celular (Weinberg, 1989).

Hanahan y Weinberg propusieron en 2011 que una célula para denominarse como
“célula cancerosa” debe de cumplir con una lista de sellos distintivos. La base de su
estudio fue el cambio progresivo de una célula normal a un estado neoplasico y las
caracteristicas que va adquiriendo. Estas caracteristicas distintivas permiten el
crecimiento tumoral y la diseminacién metastéasica.

Las caracteristicas mencionadas son: la capacidad de mantener activas las vias de
sefializacion referentes a procesos de proliferacidn, evasion de los supresores de
crecimiento, activacion del proceso de invasion y metastasis, habilitacion de una
inmortalidad replicativa, induccion del proceso de angiogénesis, resistencia a la
muerte celular, inestabilidad gendmica y desregulacion de los procesos energéticos
celulares. También incluyen el proceso de evasion de la destrucciéon por el sistema
inmune y la promocion del proceso de inflamacion. Cada uno de estos cambios
fisiologicos representa un mecanismo de defensa exitoso para el desarrollo del
cancer (figura 2).
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Figura 2 Sellos distintivos de las células cancerosas (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011)

Existen dos tipos de cancer clasificados con base en el desarrollo de la enfermedad;
los que desarrollan tumores sélidos y los que no los desarrollan. Los tumores son
masas inusuales conformadas por células dafiadas, principalmente; pero mas que
eso, son complejos de tejidos compuestos por distintos tipos de células. Ademas,
participan interacciones en donde las células cancerosas “influyen” en las células
normales y en los vasos sanguineos que rodean y alimentan las células del tumor
desarrollando un microambiente dentro de estos (Hanahan y Weinberg, 2011; NIH,
2015).

En comparacion, las neoplasias malignas hematolégicas, como las leucemias y
linfomas, no forman tumores sélidos. En lugar de eso, estos desordenes presentan
un incremento de leucocitos en sangre y/ o médula 6sea (Juliusson y Hough, 2016).

[I. Leucemia
“‘Leucemia” es el nombre comun para varios desordenes malignos que presentan
un incremento y alteracion en la diferenciacion de células blancas (Juliusson y
Hough, 2016; Rafieemehr et al., 2019). Estas enfermedades no generan tumores
sélidos, en lugar de eso, un gran niumero de leucocitos anormales se acumulan en
el organismo, y desplazan a los glébulos funcionales. Algunas de las repercusiones
gue producen la concentracidon baja de células sanas en sangre son problemas con
el transporte de oxigeno a distintos tejidos en el cuerpo, dificultad para controlar las



hemorragias y que el sistema inmune no funcione de manera adecuada para
combatir infecciones, entre otras (NIH, 2020-2).

I. Tipos de leucemia
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Figura 3. Leucemia mieloide crénica (Sociedad americana del Cancer, 2019)

Existen varios tipos de leucemia. La clasificacion depende del tipo de célula
sanguinea mutada, y de la velocidad de su crecimiento y desarrollo.

Basado en el tipo de células (linfoide o mieloide), asi como en el curso de la
enfermedad, las leucemias se dividen en agudas, las cuales incluye leucemia
linfoblastica aguda y leucemia mieloide aguda, y en croénicas, refiriéndose a la
leucemia mieloide crénicay la leucemia linfoblastica cronica (NIH, 2020; Rafieemehr
et al., 2019).



La leucemia mieloide es un desorden mieloproliferativo resultado de la
transformacion neoplasica de una célula madre primitiva hematopoyética, afectando
el linaje mieloide. Se origina en la medula 6sea y, como ya se mencioné con
anterioridad, se puede clasificar en aguda y crénica. En particular, este tipo de
leucemia afecta principalmente a pacientes mayores de 60 afos. (Flores, 2018).

La leucemia mieloide crénica (figura 5) es una neoplasia mieloproliferativa cronica,
originada en la célula madre pluripotencial comun a las tres series hematopoyéticas.
Presenta habitualmente el cromosoma Filadelfia o el reordenamiento del gen BCR-
ABL (figura 6), reflejo de una traslocacion reciproca entre los cromosomas 9934 y
22911. EIl gen de fusibn BCR-ABL es el responsable de la patogénesis de la
enfermedad y su actividad tirosina quinasa, constitutivamente aumentada, es
esencial en la capacidad de la transformacién hematopoyética leucémica (Flores,
2018; Romero, 2020). El gen hibrido puede aparecer a cualquier edad, pero
raramente en infantes (Juliusson y Hough, 2016).
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Figura 4. Formacion del cromosoma Filadelfia. (I

El nuevo rearreglo en el cromosoma Filadelfia provoca la expresidon de una
oncoproteina de fusion BCR-ABL, la cual es una cinasa de tirosinas activa que
promueve el crecimiento y replicacion, y sefiales apoptéticas aberrantes.

La leucemia mieloide crénica tiene 3 diferentes fases de desarrollo: crénica,
acelerada y blastica. La fase crdnica es en un 50% asintomatica y puede durar de
3-5 afios; la fase acelerada es una fase transitoria en donde se manifiestan sintomas
como fatiga, pérdida de peso, crecimiento del bazo y aparicién de células blasticas
(células inmaduras y disfuncionales) en la sangre; y la fase blastica tiene sintomas
como pérdida de peso, fiebre, dolores de huesos, anemia, complicaciones con



infecciones y hemorragias, asi mismo una mayor infiltracion de células inmaduras
de tipo blastico en sangre y otros organos (Flores, 2018).

Existen varios trabajos en los cuales intentan estudiar y comprobar el efecto
citotéxico de distintas sustancias para atacar la leucemia mieloide cronica. La
mayoria de los grupos de estudio utilizan como modelo de estudio la linea celular
K562. Los blastos K562 fueron derivados de una paciente con leucemia mieloide
cronica; éstos son células hematopoyéticas multipotenciales malignas (Klein, et al.,
1976).

ii. Incidencia de leucemia en México
Las leucemias pueden presentarse a cualquier edad, desde recién nacidos hasta
personas de edad avanzada, pero los diferentes tipos de céncer tienen una
distribucion diferente en la poblacion. La leucemia aguda linfoblastica es mas comun
en nifiez temprana pero muy rara en adultos, mientras que la leucemia mieloide
aguda es menos comun en nifios, pero es cada vez mas comun en adultos mayores.
(Juliusson y Hough, 2016).

NUmero estimado de nuevos casos en 2020, en México, ambos sexos,
edades de 0 a 29 afios.

Leucemia
2910 (20.2%)
Otros
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Cerehrn Sistema nervinsn central

Total ; 14 405

Figura 5. Numero estimado de nuevos casos en México, en el 2020, ambos sexos, grupo de edades de 0 a 29
afios (OMS, 2020).

En la figura 3 se muestran los casos nuevos registrados en el 2020 en México,
excluyendo a los pacientes de 30 afios y mas (OMS, 2020). Como se muestra, la



leucemia es el tipo de cancer con mayor incidencia con casi 3000 casos nuevos,
catalogando asi a la leucemia como el cancer mas comun en esta poblacién (NIH,
2020-2).

La leucemia es un problema de salud alrededor del mundo, afectando también a los
adultos mayores. En el 2020, se registraron 321,009 casos nuevos en pacientes
mayores de 45 afos (figura 4). Se puede observar que en el mismo afo se
registraron mas de 230 mil muertes en el mismo sector de la poblacion.



A. Nimero estimado de casos nuevos en 2020, leucemia,
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B. Niumero estimado de muertes en 2020, leucemia, ambos sexos, edades mayores a 45 afos.
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Figura 6. Pacientes con leucemia mayores de 45 afios, ambos sexos. (OMS, 2020)

A. NUmero estimado de casos nuevos en 2020. B.

Numero estimado de muertes en 2020.



iii. Tratamientos contra la leucemia
Las leucemias difieren ampliamente en cuanto al prondstico, la necesidad de
tratamiento y la intensidad del tratamiento (Whiteside, 1979). La eleccion del
tratamiento mas adecuado depende de muchos factores como la edad y la salud
general del paciente, el tipo de leucemia que se padece y/o si se ha extendido a
otras partes del cuerpo.

Los tratamientos frecuentes que se usan para combatir la leucemia son:

Quimioterapia. La quimioterapia es el uso de medicamentos para eliminar las
células cancerosas. Pueden administrarse estos medicamentos via oral o via
intravenosa. Este método es la principal forma de tratamiento para la leucemia.
(NIH, 2015-2).

Terapia bioldgica. La terapia biolégica funciona mediante tratamientos que ayudan
al sistema inmunitario a reconocer y atacar las células leucémicas. Este tipo de
tratamiento implica el uso de organismos vivos, sustancias procedentes de
organismos Vvivos o versiones producidas en el laboratorio de tales sustancias para
tratar enfermedades. Algunas terapias biolégicas para el cancer estimulan el
sistema inmunitario del cuerpo para que actle contra las células cancerosas. Estos
tipos de terapia bioldgica, los cuales algunas veces se llaman colectivamente
"inmunoterapia" no atacan directamente a las células cancerosas. Otras terapias
biolégicas, como los anticuerpos, si atacan directamente a células cancerosas. Las
terapias biologicas que interfieren con moléculas especificas que participan en el
crecimiento y evolucion de tumores se llaman también terapias dirigidas (NIH, 2018-
3).

Terapia dirigida. Este tratamiento es la base de la medicina de precision. Se trata
de un tipo de tratamiento del cancer que actia sobre los cambios en las células
cancerosas que les ayuda a crecer, a dividirse y a diseminarse.

Los tipos de medicamentos que se utilizan en este caso son:

- Los medicamentos de moléculas pequefias que son capaces de entrar
facilmente en las células debido a su tamafio y por ello se usan para que
actuen sobre el objetivo o blanco del tratamiento que esta en el interior de las
células.

- Los anticuerpos monoclonales, también conocidos como anticuerpos
terapéuticos, que son proteinas producidas en laboratorio, disefiadas para
gue se adhieran a blancos especificos que se encuentran en las células
cancerosas. Algunos anticuerpos monoclonales marcan a las células
cancerosas para que las detecte con mayor facilidad el sistema inmune y las
destruya. Otros anticuerpos monoclonales detienen directamente el
crecimiento de las células cancerosas o hacen que se autodestruyan.

La terapia dirigida puede afectar al cancer de diferentes maneras como: ayudar al
sistema inmunitario a destruir, detener el crecimiento o llevar sustancias téxicas a



las células dafiadas, causar la muerte de estas células o evitar que el cancer reciba
las hormonas que necesita para crecer, entre otras (NIH, 2018).

Radioterapia. Es un tratamiento que usa radiacion de alta energia para dafar el
DNA de las células de leucemia y con esto, detener su crecimiento y destruirlas. Se
puede recibir radiacion en una zona especifica del cuerpo donde haya una
acumulacion de células dafiadas, o recibir radiacion en todo el cuerpo.

Existen dos tipos principales de radioterapia:

a) Radioterapia de haz externo: es un tipo de tratamiento local, en donde se
trata la parte del cuerpo afectada y no en su totalidad.

b) Radioterapia interna: es un tratamiento en el que la fuente de radiacién
(sélida o liquida) se pone dentro de su cuerpo.

(NIH, 2019)

Trasplante de células madre. Un trasplante de células madre es un procedimiento
para reemplazar la médula 6sea enferma por médula 6sea sana. Antes de un
trasplante de células madre, se administran dosis altas de quimioterapia o de
radioterapia para destruir la médula ésea enferma. Luego, se inyecta una infusion
de células madre para reconstruir la médula 6sea (NIH, 2015-3).

a) Efectos secundarios de los tratamientos
Los efectos secundarios ocurren cuando el tratamiento contra la leucemia afecta
tejidos u 6rganos sanos (NIH, 2020-2).

La Sociedad Americana del Cancer describe alrededor de 34 efectos secundarios
comunes relacionados con los tratamientos contra el cancer; éstos se enlistan en la
tabla 1. Algunos pueden ser graves, pero suelen desaparecer una vez finalizado el
tratamiento; sin embargo, existen algunos efectos a largo plazo que pueden llegar
a durar hasta afios después de terminado el tratamiento.

Tabla 1. Efectos secundarios del tratamiento contra cancer (NIH, 2020-2).

EFECTOS SECUNDARIOS DEL TRATEMIENTO CONTRA EL CANCER

Alopecia Inflamacion
Anemia Linfedema
Cambios en la piel y en las ufias Nauseas y vomitos
Delirio Problemas de fertilidad
Diarrea Problemas de los nervios
Dolor Problemas de memoria y concentracion
Edema Problemas para dormir
Estrefiimiento Problemas urinarios y de vejiga
Falta de apetito Sangrado y moretones
Fatiga Sintomas pseudogripales

Infeccion y neutropenia Ulceras bucales



b) BuUsqueda de alternativas de tratamientos

Los tratamientos aplicados en la actualidad para tratar el cancer pueden ser
efectivos ya que suelen obtenerse resultados favorables estableciendo una terapia
disefiada para cada paciente. Sin embargo, estos tratamientos presentan efectos
adversos dafiando tejidos sanos. Por esta razon, se busca un farmaco ideal que
elimine las células cancerosas sin afectar el resto de las células. Por falta de estos
medicamentos, y por el continuo estudio y elucidacibn de mecanismos que
participan en el desarrollo y progresion de la enfermedad, la blsqueda de
alternativas para terapias contra el cancer se volvié una necesidad.

La apoptosis es una manera controlada de eliminar las células cancerosas. La
apoptosis es un tipo de muerte que, en una etapa temprana, las células se agrupan
perdiendo el contacto con células vecinas y reducen su tamafio. En el citoplasma,
el reticulo endoplasmico se dilata y las cisternas se hinchan para formar vesiculas
y vacuolas. En el nudcleo, la cromatina se condensa y se fragmenta por accion de
las endonucleasas. La membrana plasmatica se enrevesa y las uniones celulares
se desintegran. La célula se disocia en varias esferas de membrana denominados
cuerpos apoptoticos que contienen el material citoplasmatico y estos cuerpos
después son reconocidos por células fagociticas. Dado que los cuerpos apoptaticos
estan rodeados por una membrana plasmaética intacta, la apoptosis se produce sin
fugas de contenido celular y sin inflamacién (Lawen, 2003). Existe una amplia
variedad de estimulos y condiciones, tanto a nivel fisiolégico como patoldgico, que
pueden desencadenar la apoptosis (Kerr, 2002), como por ejemplo el desequilibrio
oxidativo de las células.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son subproductos quimicamente
reactivos del metabolismo aerdbico normal y la exposicion xenobiédtica. Las ROS
producidas durante diferentes reacciones celulares puede ser beneficiosa o dafiina
para las células. A concentraciones fisioldgicas, las ROS funcionan como segundos
mensajeros en la sefalizacion intracelular. Por otro lado, la aberracion en el balance
redox que conduce a una produccién excesiva de ROS puede provocar alteraciones
bioquimicas e inducir la modificacion oxidativa de las macromoléculas celulares
conduciendo a muerte celular. La apoptosis (0 muerte celular programada) es un
proceso fisiolégico bien regulado involucrado en la regulacion de la homeostasis
tisular. La induccion de la apoptosis por sefiales extracelulares e intracelulares
desencadena dos vias de sefalizacion diferentes. Las vias apoptoticas son la via
por receptores de muertes o extrinseca y la via mitocondrial o intrinseca. El estado
redox de la célula desempefia un papel importante en la regulacion de la apoptosis
en respuesta a cualquier estimulo externo o interno. Las ROS pueden mediar la
apoptosis regulando la expresién de varias proteinas proapoptoticas como
caspasas o proteinas antiapoptoticas como linfoma-2 de células B (Bcl-2) y proteina
celular inhibitoria de la FLICE (c-FLIP). La sobreexpresion de proteinas
antiapoptoticas y la apoptosis desregulada se asocia con varias patologias
incluyendo el cancer (Azad, 2014).



Recientemente, las terapias contra el cancer que inducen estrés oxidativo mediante
el incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) o inhibiendo procesos
antioxidantes han recibido atencion (Kim, 2019). Varios estudios han demostrado la
capacidad de las ROS para infligir dafios celulares graves y causar muerte celular
y asi destruir células cancerosas (Hao et al., 2020).

Muchos grupos de investigacion alrededor del mundo se dedican a probar diversas
sustancias con habilidades citotoxicas con el propdsito de descubrir nuevas
alternativas de tratamiento que sean mas especificas, selectivas y, por ende, que
representen menores efectos secundarios. Una alternativa llamativa es el uso de
ciclodipéptidos de origen bacteriano.

lll.  Ciclodipéptidos bacterianos

Los ciclodipeptidos (CDPs), también llamados 2,5-diketopiperazinas constituyen
una clase de moléculas pequefas derivadas de la condensacién de dos
aminoacidos principalmente sintetizados por microorganismos (Ortiz et al., 2011;
Mishra et al., 2017). La capacidad de los microorganismos para producir los
ciclodipéptidos esta muy extendida y los datos publicados han demostrado que
aproximadamente el 90% de las bacterias gramnegativas los producen. Las CDP
sintasas (CDPSs) y las péptido sintasas no ribosomales (NRPSs) catalizan la
biosintesis de la estructura base de los CDPs, la cual es después modificada por
enzimas adaptadoras asociadas a las agrupaciones de genes biosintéticos de CDPs
(Mishra et al., 2017).

Figura 7. Estructura base de los ciclodipéptidos (Herndndez-Padilla, 2017).

Los CDPs se pueden configurar como isoformas cis y trans, pero las
configuraciones cis son predominantes. Varias modificaciones de aminoacidos
confieren diversas funciones quimicas y biologicas. Los CDPs exhiben una mejor
actividad biolégica que sus contrapartes lineales debido a su mayor estabilidad,
resistencia a las proteasas y rigidez conformacional, todos factores que aumentan
su capacidad de interactuar especificamente con objetivos biologicos.

Los datos disponibles indican que aproximadamente el 90% de los productores de
CDPs son bacterianos (Mishra et al., 2017). Gracias a su estructura base (figura 7),



los ciclodipéptidos son capaces de interaccionar con blancos moleculares de las
células debido a sus grupos aceptores y donadores de los enlaces hidrégeno, por
lo que a los CDPs y sus derivados se les atribuye una amplia gama de actividades
biolégicas (Mishra et al., 2017; Carvalho y Abraham, 2012).

a) Aplicaciones bioldgicas de los ciclodipéptidos bacterianos

Debido a su rigida estructura ciclica, los CDPs, a diferencia de sus contrapartes
lineales, pueden soportar la degradacion enzimatica, y esto ha impulsado ain mas
el desarrollo de sistemas basados en CDPs para aplicaciones biomédicas. En
guimica medicinal, los CDPs se consideran andamios prometedores para el disefio
de una variedad de compuestos activos para diversas funciones bioldgicas debido
a la versatilidad asociada con la funcionalizacién del CDP. Estos compuestos
exhiben diversos y notables efectos biolégicos, tales como actividad antibacteriana,
antitumoral, antimicética, y antiviral (Mishra et al., 2017).

Algunos efectos bioldgicos reportados se muestran en la tabla 2:

Tabla 2. Actividades bioldgicas de ciclodipéptidos bacterianos.

Ciclodipéptido Actividad biolégica Referencia
Ciclo (L-Val-L-Tyr) y Ciclo (L-Val-L-Phe) Factor de virulencia Morgan et al.,
de Staphylococcus aureus bacteriano 2010

Presentan citotoxicidad en
Ciclo(L-Phe-L-Pro) de Psychrobacter sp. células epiteliales Li et al., 2008
intestinales de humano

Ciclo (L-lle-L-Val) y Ciclo (L-Phe-L-Pro) de

S . Actividad antifungica Lind et al., 2007
Propionibacterium sp.

Ciclo (L-Phe-L-Pro) y Ciclo (L-Phe-trans-

4-OH-L-Pro) de Lactobacillus plantarum Actividad antifangica Strém et al., 2002

Causa lesiones necréticas
Ciclo (Pro-Tyr) de por Alternaria alternata  en las hojas de Centaurea Park et al., 1994
maculosa

Ciclo (L-Pro-L-Tyr), Ciclo (L-Pro-L-Phe) y Actividad promotora del
Ciclo (L-Pro-L-Val) de Pseudomonas crecimiento vegetal de A. Ortiz et al., 2011
aeruginosa thaliana



b) Ciclodipéptidos bacterianos como alternativa de tratamiento contra el cancer
Ademas de las actividades ya mencionadas, algunos CDPs presentan una actividad
biologica sobre diferentes lineas celulares de cancer (Tabla 3):

Tabla 3. Actividades bioldgicas referentes al efecto sobre células cancerosas de varios ciclodipéptidos

bacterianos.

Ciclodipéptido

Ciclo (Phe-Pro), ciclo (Tyr-Pro) y ciclo
(Trp-Trp)

ciclo(L-Pro-L-Tyr) y ciclo(L-Pro-L-Phe)
aislado de especies de Bacillus

Ciclo (L-Pro-L-Tyr), Ciclo (L-Pro-L-Phe)
y Ciclo (L-Pro-L-Val) de Pseudomonas
aeruginosa

Actividad bioldgica

Incrementan la expresion de
marcadores bioquimicos
retardando el crecimiento de
células de carcinoma de
colon (HT-29)

Inducen la disminucién en la
fosforilacién de la quinasa de
serin-treonina (AKT1)

Presentan efecto citotdxico
en las lineas HeLa y CaCo-2

Inducen apoptosis, teniendo
efecto sobre la via de
sefalizacion
PISK/mMTOR/Akt/S6K en
linea celular HeLa

Inhiben el crecimiento
tumoral de melanoma en
modelo murino

Referencia

Milne et al., 1998

Hong et al., 2008

Vazquez et al.,
2015

Hernandez et al.,
2017

Duran et al., 2020

La evaluaciéon de los CDPs como potenciales agentes anticancerosos es un campo
de estudio prometedor. En el presente proyecto se evaluard el efecto de la mezcla
de los ciclodipéptidos bacterianos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre la linea
K562, referente a leucemia mieloide cronica.
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ANTECEDENTES

En el 2015, Vazquez et al. estudiaron el efecto citotoxico de los CDPs producidos
por Pseudomonas aeruginosa PAO1, ciclo (L-Pro-L-Tyr), ciclo (L-Pro-L-Val) y ciclo
(L-Pro-L-Phe) en lineas celulares de adenocarcinoma cervical HelLa vy
adenocarcinoma colorrectal CaCo-2. Los resultados demostraron que la mezcla de
CDPs promueve la muerte celular en ambas lineas celulares de manera dosis
dependiente, con una concentracion inhibitoria del 50% (IC50) de 0.53 y 0.66
mg/mL, para células HeLa y CaCo-2, respectivamente. En este trabajo también se
demostré que las células cancerosas muestran caracteristicas apoptoéticas cuando
son tratadas con la mezcla de CDPs a una concentracion <0.001 mg/mL. Los
valores de IC50 para células apoptoticas en HeLa y CaCo-2 fueron 6.5x107° y
1.8x10~* mg/mL, respectivamente.

Por su parte Hernandez et al., demostraron en el 2017 que los CDPs de PAO1, tanto
individuales como en mezcla, inhiben la proliferacion de células HelLa, deteniendo
el ciclo celular en la transicion de GO — G1. La mezcla cruda de CDPs promovio la
muerte celular de una manera dosis dependiente, mostrando eficacia similar a los
ciclodipéptidos aislados e induciendo apoptosis con una concentracion media de la
eficacia maxima (EC50) entre 0.6 y 3 uM. Ademas, los CDPs mostraron actividad
proapoptética mas alta que sus analogos sintéticos. Subsecuentemente, los CDPs
afectaron el potencial de membrana mitocondrial e indujeron apoptosis mediante la
via dependiente de la caspasa 9. El mecanismo de inhibicién de la proliferacion
celular de HelLa por los CDPs de PAOL1 involucra la inhibicion de la fosforilacion de
las protein-cinasas Akt-S473 y S6k-T389, mostrando un comportamiento ciclico de
sus expresiones y fosforilaciones con una tendencia dependiente del tiempo y
concentracion. Este trabajo demostré que la via de sefalizacion Pi3K-Akt-mTOR-
S6k esta involucrada en el efecto antiproliferativo de los ciclodipéptidos de P.
aeruginosa PAOL1.

En el 2020, Duran et al. mostraron que los CDPs decrecieron el tamafio de
melanoma y la formacién de tumor en modelo de ratébn con melanoma xenoinjertado
de manera subcutanea. En tumores, los CDPs causaron fragmentacion nuclear y
cambiaron la expresion de los marcadores Bcl-2 y Ki67 y promovieron la
restauracion de la hiperactivacion de la via de sefializacion PISK/Akt/mTOR.
Adicionalmente, elementos de diversas vias de sefalizacion, como Ras-ERK,
PIBK/INK/PKA, p27Kipl/CDK1/survivin, MAPK, HIF-1, transicion epitelio-
mesenquimal y vias de células madre cancerosas fueron modificadas por el
tratamiento de melanoma murino xenoinjertado con los CDPs. Los resultados
obtenidos en este trabajo indicaron que las multiples vias de sefializacion
involucradas en la agresividad de la linea de melanoma murino B16-FO son dianas
de los CDPs bacterianos. EI modelado molecular de los CDPs con las protein-
cinasas involucradas en procesos neoplasicos sugieren que estos compuestos
pueden estar interactuando con los sitios activos de las enzimas, interfiriendo con
multiples vias involucradas con la formacion y progresion tumoral.



También en el 2020, Hernandez et al. continuaron con su proyecto de investigacion
con el proposito de esclarecer las vias de sefalizacion involucradas en el efecto
antiproliferativo de los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 en la
linea celular HeLa. Los resultados mostraron que el efecto antiproliferativo de los
CDPs ocurre mediante el bloqueo de la via de PI3K/Akt/mTOR, inhibiendo a los
complejos mMTORC1/mTORC2 de una manera dependiente de TSC1/TSC2.
Ademas, los CDPs bloquearon las protein-cinasas de multiples vias de sefializacién
involucradas en la supervivencia, proliferacion, invasién, apoptosis, autofagia y
metabolismo  energético, como  PI3K/Akt/mTOR, Ras/Raf/MEK/ERK1/2,
PI3K/INK/PKA, p27Kip1/CDK1/survivin, MAPK, HIK-1 Wnt/B-catenin, HSP27, EMT,
CSCs, y receptores como EGF/ErbB2/HGF/Met.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer, en sus diferentes localizaciones y variantes, es un importante problema
de salud publica a nivel mundial, siendo una de las principales causas de muerte.

En el afio 2020, en México se registraron alrededor de 190 mil casos nuevos. Este
namero representa el 1.1% del total de los casos registrados a nivel mundial ese
afo (OMS, 2020).

Numero estimado de nuevos casos en 2020, en México, todos los tipos de cancer,
ambos sexos, todas las edades

Global
Africa
Latinoamérica y el Caribe

Norteamérica '
Asia

Europa
Oceania
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Figura 8. Numero estimado de nuevos casos de leucemia en 2020 en México, todas las edades (OMS, 2020).

La leucemia se incluye dentro de los principales tipos de cancer causantes de
muertes alrededor del mundo (figura 9).

En paises subdesarrollados (categoria en la cual se encuentra México), existen
grandes problemas para tratar esta enfermedad. Alrededor del 80% de los casos
son detectados en estadios avanzados de la enfermedad, en los cuales el
tratamiento es de alto costo y de bajo rendimiento. En 2017, solo el 26% de los
paises de ingresos bajos informaron de que la sanidad publica contaba con servicios
de patologia para atender a la poblacion en general. Mas del 90% de los paises de
ingresos altos ofrecen tratamiento a los enfermos oncol6gicos, mientras que en los
paises de ingresos bajos este porcentaje es inferior al 30% (OMS, 2018). Estos
datos demuestran la gravedad del problema de salud que el cancer puede generar
a nivel mundial.
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Cerebro, Sistema nervioso central

Numero estimado de nuevos casos y muertes alrededor del mundo, en 2020, todos los
tipos de cancer, ambos sexos, todas las edades
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Figura 9. Principales tipos de cancer alrededor del mundo en 2020, ambos sexos, todas las edades. Barras
azules indican incidencia y barras rojas indican mortalidad. (OMS, 2020)

Ademas, los procedimientos empleados para erradicar el cancer presentan
diferentes limitaciones ya que muestran bajos indices terapéuticos, altamente
toxicos y presentan un amplio espectro de efectos secundarios (OMS, 2020). Para
solucionar este problema, es indispensable estudiar nuevos farmacos con el
proposito de eliminar los efectos adversos.

El equipo de trabajo del laboratorio de Biotecnologia microbiana ha comprobado
que los CDPs producidos por P. aeruginosa PAO1l presentan citotoxicidad en
células de HelLa, CaCo2 y B16-F0, inducen apoptosis por la via intrinseca y reducen
el crecimiento tumoral; ademas, se ha demostrado que no causan dafio en células
sanas (Vazquez, 2015; Hernandez, 2017; Duran, 2020).

El objetivo del presente proyecto fue estudiar el efecto de los ciclodipéptidos
bacterianos de Pseudomonas aeruginosa PAO1l en la linea celular K562 de
leucemia mieloide cronica.
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JUSTIFICACION

Actualmente varios tratamientos contra el cancer presentan resistencia y efectos
secundarios que a largo plazo dafan la salud de los pacientes. Por tanto, el
descubrimiento de drogas con alta efectividad y bajos niveles de toxicidad para los
métodos antineoplasicos es una tarea urgente y de alta importancia.

La principal caracteristica que tienen gque presentar las nuevas propuestas es que
eéstos activen mecanismos de muerte celular que no provoquen efectos
contraproducentes. La apoptosis es el principal mecanismo que se buscar estimular
ya que tiene ventajas sobre otros tipos de muerte celular como, por ejemplo, no
provocar una respuesta inflamatoria. Algunos estudios han reportado que los
niveles excesivos de especies reactivas de oxigeno causan estrés oxidativo,
destruyendo la homeostasis celular. Se ha demostrado que la alta generacién de
ROS juega un papel importante en la induccion de apoptosis. Sin embargo, es
necesario comprender las rutas de sefalizacion y las dianas moleculares que se
encuentren participando en el proceso.

Una de las alternativas a los tratamientos convencionales ultimamente estudiadas
es el uso de ciclodipéptidos bacterianos. Los ciclodipéptidos bacterianos son
moléculas pequefias constituidas por dos aminoacidos ciclados y unidos. A estas
moléculas se les ha atribuido numerosas funciones bioldgicas.

Se ha demostrado que los ciclodipéptidos de P. aeruginosa PAOL1 presentan efecto
antiproliferativo e inducen apoptosis en lineas celulares HeLa, Caco-2 y B16F/0, las
cuales tienen en comun que generan tumores solidos. Al contrario de estos casos,
la leucemia se desarrolla sin producir aglomerados celulares (tumores).

Por lo que es de nuestro interés determinar el efecto de los CDPs en lineas celulares
no epiteliales (como la linea celular K562) y estudiar los mecanismos moleculares
involucrados.



HIPOTESIS

Los ciclodipéptidos bacterianos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1
tienen efecto citotoxico en la linea celular de leucemia mieloide crénica K562,
induciendo apoptosis celular mediante el aumento de especies reactivas de

oxigeno.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

Evaluar el efecto citotdxico de los ciclodipéptidos bacterianos en la linea
celular humana de leucemia mieloide crénica K562.

Obijetivos especificos

1. Estudiar el efecto de los ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa PAO1
sobre la viabilidad celular de la linea celular humana de leucemia mieloide
cronica K562.

2. Examinar la produccion de especies reactivas de oxigeno en la linea celular
K562 inducida por los ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa PAOL.

3. Analizar el tipo de muerte inducido por los ciclodipéptidos producidos por P.
aeruginosa PAOL1 en la linea celular humana de leucemia mieloide cronica
K562.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

I.  Medios de cultivos
Para Pseudomonas aeruginosa PAOL1:

Caldo Luria-Bertani (Caldo LB). NaCl 5 g/L, peptona de caseina 10 g/L y extracto
de levadura 5 g/L. Se utiliza agua destilada.

Ager Luria-Bertani (Agar LB). NaCl 5 g/L, peptona de caseina 10 g/L, extracto de
levadura 5 g/L y agar bacteriolégico 1.5%. Se utiliza agua destilada.

Para la linea celular K562:

Medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640. Suero fetal bovino (SFB) 10%,
Glucosa 2%, HEPES 1%, Piruvato sodico 1%, Aminoacidos no esenciales 1%,
Bicarbonato de sodio 2 g/L, Penicilina/Estreptomicina 10,000 U/mL de Penicilina y
10 mg/mL de estreptomicina 1%. Se utiliza agua destilada estéril y se ajusta el pH
ar4.

[I.  Materiales biologicos
Cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa PAO1

Linea celular K-562 (ATCC® CCL-243™). Células humanas aisladas de la médula
0sea de una paciente que presentaba leucemia miel6égena cronica. La linea celular
fue donada por la DC. Sergio Gutiérrez Castellanos, miembro del Centro de
Investigacion Biomédica de Michoacan por parte del Instituto Mexicano del Seguro
Social.

[ll.  Extraccion de ciclodipéptidos a partir de Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Se prepararon 10 mL de Caldo LB y se adiciond un aislado bacteriano de la cepa
PAO1 con el proposito de formar un preinéculo. Este se incubd por 24 h con
movimiento a 37°C. Posteriormente, se introdujo el preindculo en un matraz con 90
mL de Caldo LB y se incubd por 24 h con movimiento a 37°C. Pasado ese tiempo,
se agrego el contenido a un matraz con 900 mL de Caldo LB, se incub6 por 48 h
igual en movimiento y a 37°C. Al finalizar el periodo de incubacion, se separo el
sobrenadante mediante centrifugacion a 3500 revoluciones por minuto (rpm)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después los sobrenadantes se
extrajeron tres veces agregando un volumen igual de acetato de etilo acidificado
con acido acético glacial al 0.01%, agitando por 2 minutos. Se desech¢ la fase
acuosa Y las fases organicas se colocaron en un matraz baldén para ser evaporadas
a sequedad por evaporacion rotativa a 60°C. El residuo fue disuelto en 1 mL de
metanol-acetonitrilo grado HPLC [1:1]. Estos extractos se concentraron hasta
sequedad en vacio y se almacenaron a 4°C.
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V.  Evaluacién de los cambios morfologicos producidos por ciclodipéptidos
bacterianos en células sanas mediante microscopia.

Se obtuvo una muestra de sangre de un donador sano con el propésito de estudiar

los cambios morfolégicos de las células de sangre al adicionarles CDPs.

La muestra se encontraba en un tubo para muestra sanguinea con EDTA, con un
volumen total de 10 mL. Al momento en que se recibid la muestra, se dividio el
volumen en una placa de 24 pozos (Corning). Se aplicaron dos tratamientos a la
sangre total (concentracién de 0.001 mg/mL de CDPs por 4 h y concentracién de
0.001 mg/mL de CDPs por 2 h) ademas de un control sin tratamiento de CDPs. Este
experimento se realiz6 por triplicado.

Se dejaron actuar los tratamientos por el tiempo requerido y posterior a ello se
realizé la fijacion de las muestras. Se tomoé una gota de sangre en un extremo del
portaobjetos y con la ayuda de otro portaobjetos se extendié la sangre por toda la
superficie. Se dejaron secar por 5 minutos. Después se colocaron dos varillas de
forma paralela sobre una charola y se colocaron los frotis sobre ellas. Se agregé
colorante Wright (Hycel) de manera que el frotis quedara completamente cubierto.
Y se dejaron reposar por 10 minutos. Posteriormente se adicion6 una solucién
amortiguadora (fosfato dibasico de sodio 11.4%, fosfato monobéasico de potasio
4.9%, pH a 7.2) cantidad suficiente para mezclarse con el colorante y cubrir el frotis.
Se dejo reposar durante 10 minutos. Pasado el tiempo se lavaron los frotis con agua
hasta eliminar el exceso de colorante y se dejaron secar. Se colocé una gota de
aceite de inmersién en una zona del frotis y se observd en un microscopio optico
utilizando el objetivo 100X. Se observo varios campos para analizar los cambios
morfologicos producidos por los CDPs en comparacion a las células de la muestra
sin tratamiento. Se tomaron fotografias de varios campos observados.

V. Ensayo de viabilidad celular por reduccion de MTT

Para determinar la toxicidad de los CDPs utilizando el método colorimétrico MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma) se -cultivaron
3x10* células por pozo en una placa de 96 pozos de fondo plano (Corning) en un
volumen de 150 pL de medio RPMI. Se adicionaron los tratamientos con la mezcla
de CDPs en concentraciones (de 0.000001 mg/mL a 1 mg/mL). La placa se incub6
a 37°C y 5% CO2 durante 24 horas. Pasado ese tiempo se adicionaron 20 pL de
MTT a cada pozo y se dejo actuar durante 4 horas. Después se disolvieron los
cristales de formazan producidos con 100 pL isopropanol-HCL (19:1 v/v). Se dejo
actuar por 30 minutos en oscuridad y se leyeron las muestras en un
espectrofotometro para microplacas a 570 nm. Como control positivo de muerte se
adiciond Vincristina (Ulsa Tech) en una concentracion de 100 nM.



VI. Deteccion de produccion de especies reactivas de oxigeno.

Las células se incubaron en una placa de 96 pozos (3x10* células por pozo) y se
aplicaron los siguientes tratamientos: un control sin tratamiento, un control con
Dihidroetidio (DHE, ThermoFisher), ciclodipéptidos bacterianos a distintas
concentraciones (0.0001, 0.001 y 1 mg/mL), ademas de un control de muerte
aplicando Vincristina en una concentracion de 100 nM. Se dejaron actuar por 2 'y 4
horas. Trascurrido ese tiempo, se adicionaron 4 pL de Dihidroetidio (DHE) y se dej6
en oscuridad por 30 minutos. Se leyeron las intensidades de fluorescencia con
ayuda de un citometro de flujo (BD Accuri).

VII.  Evaluacion de muerte celular por citometria de flujo

Para este ensayo se utilizaron marcadores de muerte celular por apoptosis (anexina
V; Life technologies) y necrosis (yoduro de propidio; Sigma). Las células fueron
sembradas en placas de 96 pozos (3x10* células por pozo; Corning) en un total de
150 pL de medio RPMI. Después se adicionaron los tratamientos de CDPs y se
incubaron las placas por 4 h a 37°C y 5% de CO.2. Transcurrido ese tiempo, se
recolectd el contenido de cada pozo en un tubo Eppendorf y se centrifugaron las
células a 2000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se elimino el
sobrenadante y se realizaron tres lavados con 100 pL de Buffer fosfato salino (PBS;
estéril a pH 7.4) centrifugando a 2000 rpm por 10 min. Se elimind el sobrenadante
y se resuspendio la pastilla de células con 20 uL de buffer de union a Anexina (10
mM de HEPES, 140 mM NaClz; pH 7.4). Se agregd 1 pL de Anexina Vy 1 pL de
Yoduro de Propidio, y se dejo actuar durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se adicionaron 80 pL de buffer de union a Anexina V y se mezclo
cuidadosamente.

Las muestras se analizaron en un citometro de flujo C6 BD Accuri. Para detectar
apoptosis se analizé la emision de florescencia en el canal FL1 a 535/617 nm y para
detectar necrosis se analizé la emisiéon de florescencia en el canal FL2 a 535/617
nm. Como control de muerte se adicion6é tratamientos con Vincristina en una
concentracion de 100 nM. Se analizé un minimo de 10,000 eventos celulares.



RESULTADOS

I. Los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 no generan
cambios morfolégicos en células sanas
Se evalué la citotoxicidad de los ciclodipéptidos a través de los cambios
morfologicos en células sanas de sangre total, obtenidas por un donador sano, con
el proposito de verificar el efecto de los CDPs sobre células sanas.

Vazquez en 2015 realizd una prueba con las lineas celulares cancerosas Hela y
CaCo-2 comparando estos resultados con la linea celular NOVA (no cancerosa).
Las tres lineas celulares fueron tratadas con diversas concentraciones de CDPs.
Las lineas celulares cancerosas mostraron claras afectaciones ya que adoptaron
una morfologia redonda y de menor tamafio en comparacion con las células sin
tratamiento. Por otro lado, las células NOVA no mostraron diferencias en su
morfologia con el tratamiento de los CDPs.

En este proyecto se realizé un ensayo aplicando diversas concentraciones de CDPs
en células sanas de sangre total. Después de separar la alicuota de sangre, aplicar
tratamientos y fijar las muestras, se estudiaron multiples campos en el microscopio
para observar cambios morfolégicos en comparacion con el control (sin tratamiento
de ciclodipéptidos).
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Figura 10. Cambios morfoldgicos en sangre total después de tratamientos de CDPs. Micrografia (100x) tomada
de una muestra de sangre total.
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Como se presenta en la figura 10 no se observaron cambios morfoldgicos en las
muestras tratadas con CDPs en comparacion con las células control (sin
tratamiento). Los resultados de este experimento concuerdan con los resultados
gue obtuvieron Vazquez et al. en el 2015, trabajo en el cual se aprecian los
tratamientos empleados en células sanas y, en comparacion con el efecto de los
tratamientos en células cancerosas, no presentan dafos ni cambios morfologicos.

Este resultado sugiere que las células de sangre no se ven afectadas por el contacto
con los ciclodipéptidos producidos por P. aeruginosa PAOL.



[I. Los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1
presentan efecto citotoxico en la linea celular K562
Con la finalidad de evaluar el efecto citotoxico de la mezcla de los ciclodipéptidos
producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre la linea celular K562 se
realizd el ensayo colorimétrico adicionando el reactivo MTT. A continuacion, se
muestra la grafica con los resultados del presente ensayo (figura 11).

Los tratamientos aplicados fueron de concentraciones de 0.000001 a 1 mg/mL de
CDPs, ademas de dos controles: un control positivo de muerte aplicando Vincristina
en una concentracién 100 nM y un control negativo (PBS).

En el eje x de la grafica se muestran las concentraciones de la mezcla de CDPs
ciclo (L-Pro-L-Val), ciclo (L-Pro-L-Phe) y ciclo (L-Pro-L-Tyr) aplicadas en el ensayo
(de 0.000001 a 1 mg/mL). En el eje y se muestra el porcentaje de viabilidad.
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Figura 11. Ensayo de viabilidad celular MTT en K562 al aplicar ciclodipeptidos de Pseudomonas aeruginosa
PAOL.

Cultivos de células de leucemia K562 crecidas por 48 h fueron tratadas con los CDPs bacterianos por un lapso de 24
h y posteriormente se les evalu6 la viabilidad celular mediante el metodo de MTT. Las barras representan el promedio
de unan =3z EE. Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Bonferroni.
Los asteriscos en el grafico representan grupos estadisticamente diferentes; P < 0.05 (*), P < 0.01 (**) y P < 0.001 (***).

Como se aprecia en la figura anterior, la viabilidad de las células fue afectada por la
mezcla de los CDPs; logrando una disminucion de la viabilidad celular de alrededor
del 80% aplicando la concentracién de 1 mg/mL. Se calculé la IC50 obteniendo un
valor de 3 pg/mL.
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También se muestra el resultado al aplicar el medicamento Vincristina. La vincristina
es un antineoplasico aplicado como quimioterapia para pacientes con leucemias,
linfomas y algunos tipos de sarcomas. La inhibicion que desencadend la vincristina
logré una disminucién de la viabilidad de alrededor del 45%, esto significa que los
ciclodipéptidos presentaron mejores resultados en comparacion con la vincristina
después del tiempo de tratamiento.

Comparando estos resultados con otros trabajos utilizando el mismo modelo de
estudio (linea celular K562) se puede tomar el trabajo de Flores en 2018 en el cual
aplica diversas concentraciones de péptidos antimicrobianos de origen vegetal
obteniendo una IC50 de 97.3 pug/mL, valor mas elevado que el obtenido en el
presente proyecto. Con esto se puede concluir que los CDPs de P. aeruginosa
PAO1 presentan citotoxicidad sobre las células K562 y éstos tienen mayor
efectividad que otras propuestas de tratamiento.



[ll.  Los ciclodipéptidos bacterianos inducen la produccion de especies
reactivas de oxigeno durante las primeras horas de tratamiento

Algunos efectos téxicos causados por CDPs en lineas celulares se han asociado
con el incremento del estrés oxidativo (Hernandez et al., 2017). Se estudio si el dafio
producido por los CDPs genera un desequilibrio en la homeostasis celular durante
las primeras horas de tratamiento. Se realiz6 un ensayo para determinar si la
produccion de especies reactivas de oxigeno fue alterada por los tratamientos con
CDPs. EIl experimento fue llevado a cabo mediante citometria de flujo y la adicion
del reactivo DHE (el cudl identifica principalmente el radical superéxido
mitocondrial). Como se menciond con anterioridad, se seleccionaron tres
concentraciones de CDPs utilizadas en el experimento de viabilidad celular.

En las siguientes imagenes (figura 14) se observan graficas de puntos
representativas mostrando el porcentaje de células apoptéticas a dos y cuatro horas
de tratamiento.
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Figura 12. Gréficas de puntos de la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Se graficaron los resultados y se muestran a continuacion (figura 15).
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Figura 13. Andlisis de la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Cultivos de células de leucemia K562 crecidas por 48 h fueron tratadas con los CDPs bacterianos por un lapso
de 2 hy 4 h, posteriormente se les evalué la produccién de anién superdxido mediante citometria de flujo usando
como sonda fluorescente el dihidroetidio (DHE). Como control positivo se utilizé a la Vincristina en una
concentracion de 100 nM. Las barras representan el promedio de una n = 3 + EE. Se realizé un analisis de
varianza ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Bonferroni con una P < 0.05. Los asteriscos
en el grafico representan grupos estadisticamente diferentes.

Se puede apreciar en la figura 15 que la produccién del radical superdxido se
incrementa durante las primeras horas de tratamiento y la concentracion del radical
disminuye conforme avanza el tiempo. Estos resultados, junto con lo observado en
el laboratorio, puede significar que, después de largos periodos de contacto CDPs-
Células, las células se encuentran lo suficientemente dafiadas o en estadios
avanzados de muerte celular como para seguir produciendo especies reactivas de
oxigeno.

Se logré la maxima concentracion de superoxidos con la concentraciéon de 0.001
mg/mL a 2 h de tratamiento.
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IV. Los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1
inducen apoptosis en K562

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos. Considerando los resultados

del ensayo de citotoxicidad, se escogi6 la concentracion de ciclodipéptidos de 0.001

mg/mL y se aplicaron tres controles: control con solo las células K562, un control

con el vehiculo de los CDPs (PBS + DMSO) y un control de muerte adicionando

Vincristina a una concentracién de 100 nM.

Se incubaron durante 4 h a 37° y en una atmadsfera con 5% CO:z. Transcurrido el
tiempo, se adicionaron los marcadores de muerte celular: anexina V para apoptosis
(debido a su capacidad para unirse a la fosfatidilserina, un marcador de apoptosis
cuando se encuentra en la hemimembrana celular externa) y yoduro de propidio (el
yoduro de propidio no es permeable en células vivas, se une al ADN de células
necréticas mediante una intercalacion entre las bases).

En la figura 12 se muestran los resultados pertinentes del experimento. Se observan
las graficas de puntos representativas de cada tratamiento. El eje x representa la
intensidad de fluorescencia correspondiente a Anexina V' vy, el eje y se observa la
intensidad de fluorescencia emitida por el yoduro de propidio.
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Figura 14. Graficas de puntos del ensayo de muerte celular.

Gréficas de puntos representativas de los tratamientos para la determinacion del tipo de muerte. A. Control (s6lo
células K562), B. PBS + DMSO (vehiculo de los CDPs), C. Vincristina (medicamento para quimioterapias) y D.
CDPs a una concentracion de 0.001 mg/mL
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Se logra apreciar que el control solo obtuvo un porcentaje de 0.5 % de células
apoptoticas, este valor aumento minimamente para el caso de PBS + DMSO con
un 1.9% de células apoptoéticas. El efecto de la Vincristina produjo un 5.3% de
células apoptoéticas. Para el caso de los CDPs, transcurrido el tiempo de tratamiento
se obtuvo un porcentaje cercano al 50% de células apoptoticas.

Estos valores se ponderaron con los resultados de las repeticiones del experimento
(n=3) y se graficaron (figura 13).

50- .
2 T
S 40-
©
S 30-
o
(]
@ 20-
E
3 10-
9
0 I I I I
AN 2
S
OO XQ ((\Q) 0\\
® S

Tratamientos

Figura 15. Resultados del ensayo del tipo de muerte celular.

Cultivos de células de leucemia K562 crecidas por 48 h fueron tratadas con los CDPs bacterianos por un lapso
de 4 h, posteriormente se les evalud la induccion de aopotosis mediante citometria de flujo usando como sonda
en anticuerpo de anexina V. Como control positivo se utilizé a la vincristina. Las barras representan el promedio
de una n = 3 £ EE. Se realiz6é un andlisis de varianza ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de
Bonferroni con una P < 0.05. Los asteriscos en el grafico representan grupos estadisticamente diferentes.

Coincidiendo con trabajos anteriores (Vazquez et al., 2015; Hernandez et al., 2017)
no se obtuvieron valores para yoduro de propidio. Al comparar las cuatro barras de
la figura anterior se observa claramente que el efecto de los ciclodipéptidos de P.
aeruginosa PAO1 sobre K562 produce apoptosis.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Debido al gran problema de salud a nivel mundial que representa la leucemia, la
busqueda de nuevas moléculas antineoplasicas se ha vuelto un campo de estudio
en creciente demanda. Dentro de esta busqueda, se ha estudiado el efecto de
diversas moléculas con el propdsito de clasificar nuevas propuestas de
medicamentos con actividades antiproliferativas. Se han reportados varios
resultados exitosos; un caso especifico son los ciclodipéptidos (CDPs).

Los CDPs son moléculas pequefias con caracteristicas interesantes para la
produccion de nuevos farmacos. Existen reportes de algunas actividades
antitumorales de ciclodipéptidos: por ejemplo, los CDPs ciclo (L-Pro-L-Tyr) y ciclo
(L-Pro-L-Phe), aislado de especies de Bacillus, inducen la disminucién en la
fosforilacion de la quinasa de serina/treonina (AKT1); la inactivacion de AKT1 es
importante en la progresion de la apoptosis (Hong, et al., 2008). El equipo de trabajo
del laboratorio de biotecnologia microbiana del Instituto de Investigaciones Quimico-
Bioldgicas ha estudiado el efecto antiproliferativo y antitumoral de los ciclodipéptidos
producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1, demostrando que disminuyen la
viabilidad celular de las lineas celulares HelLa, CaCo-2 y B16-F0, ademas de inducir
apoptosis en ellas.

En el presente estudio se analizé la efectividad de los ciclodipéptidos de P.
aeruginosa sobre la linea celular K562 de leucemia mieloide cronica. Los resultados
mostraron una disminucion de viabilidad celular de alrededor del 80% aplicando una
concentracion de 1 mg/mL de CDPs durante 24 h. Se calcul6 la IC50 obteniendo un
valor de 3 pg/mL. Comparando este valor con los resultados reportados
anteriormente, el valor de IC50 de HeLa de 1 mg/mL (Hernandez, 2017).
Contrastando los resultados del laboratorio de biotecnologia microbiana con otros
trabajos, Flores y colaboradores, en 2018, estudiaron el efecto de PaDef (un péptido
antimicrobiano de la fruta de aguacate) sobre la linea K562, en este proyecto se
calcul6 una IC50 de 97.3 ug/mL. El resultado obtenido en el presente es menor que
los casos mencionados, logrando una alta efectividad en el proceso citotoxico.

Para el desarrollo de un nuevo farmaco antineoplasico, es necesario estudiar los
posibles efectos secundarios que éste pudiera presentar. En 2015, Vazquez
observo el efecto de los CDPs de P. aeruginosa en células NOVA (fibroblastos de
pulmoén de origen humano) reportando que éstas no mostraron diferencias en su
morfologia probando concentraciones hasta de 200 mg/mL sin mostrar algun efecto
citotoxico (Vazquez, 2015). En el presente proyecto se estudié el efecto de las
aplicaciones de CDPs sobre células sanas de una muestra de sangre total obtenida
de un donador sano con el propdésito de erradicar los efectos secundarios de las
células no neoplasicas. Se adicionaron varias concentraciones de CDPs y como
resultado se demostré6 que no afectaron la morfologia de las células de sangre
periférica con los tratamientos realizados, corroborando estudios previos.



Ademas, se estudiaron los niveles de especies reactivas de oxigeno durante la
aplicacion de ciclodipéptidos ya que existe evidencia que demuestra que las ROS
tienen participacion como inductores de apoptosis (Hao, et al., 2020). Al realizar
este experimento, se midieron los niveles del radical superdxido a tiempos cortos
de contacto CDPs-células (2 y 4 horas). Se obtuvieron altos porcentajes del radical
y éstos disminuyeron conforme avanzoé el tiempo y se aumenté la concentracion.
Con este dato se demuestra que el dafo de las células K562 avanza de manera
acelerada dafiando a las células en tiempos tempranos.

Para determinar el tipo de muerte que activa los CDPs en las células K562 se
adicioné la concentracion de ciclodipéptidos de 0.001 mg/mL durante 4 h y se
obtuvo un porcentaje de células apoptoticas de ~ 50%. Como control de muerte se
agrego Vincristina a una concentracion de 100 nM obteniendo solo 5% de células
apoptoticas transcurrido el tiempo. En 2018, Maldonado realizé un estudio para
probar el efecto de los CDPs en la linea celular B16F/0 de melanoma murino.
Haciendo una comparacion con estos resultados, Maldonado obtuvo un 60% de
células apoptéticas a 4 h de tratamientos con una concentracién de 0.0126 mg/mL
(Maldonado, 2018). Se observa en esta informacion que en el presente proyecto se
obtuvo un porcentaje parecido de células apoptoéticas a corto tiempo de contacto
gue reportes pasados, con la diferencia que el tratamiento que se aplicé fue 10
veces menor, ademas presentdé mejores resultados que medicamentos en el
mercado para quimioterapias.

Los datos obtenidos, junto con los reportados con anterioridad sugieren que los
ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 son una propuesta
prometedora de terapia contra el cancer.



CONCLUSION

La mezcla de CDPs ciclo (L-Pro-L-Val), ciclo (L-Pro-L-Phe) y ciclo (L-Pro-L-Tyr)
producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 desencadenan un efecto citotdxico
de manera dosis dependiente, aumentando la produccion de especies reactivas de
oxigeno y asi, induciendo apoptosis en la linea celular K562 de leucemia mieloide
cronica.
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PERSPECTIVAS

Se recomienda continuar con este proyecto para evaluar las vias de sefalizacion
gue participan en la induccion de apoptosis por efecto de los ciclodipéptidos
producidos por P. aeruginosa PAOL1 en la linea celular K562.
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