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RESUMEN

La leucemia es un tipo de cancer que afecta a componentes sanguineos y se ha propuesto que
cursa con un proceso oxidativo; la quimioterapia ha probado ser la opcion mas exitosa para
alcanzar la remision, pero se ha relacionado con efectos negativos debido, entre otros
factores, al dafio oxidativo.

Se ha sugerido que el establecer co-tratamientos antioxidantes podria brindar un beneficio
para los pacientes con quimioterapia, disminuyendo el estrés oxidativo y mejorando la
evolucion del tratamiento.

En el presente trabajo, estudiamos el dafio oxidativo y componentes de la defensa
antioxidante en nifios con diagndstico de leucemia en diferentes etapas: al diagnostico,
durante la quimioterapia, y después de un co-tratamiento con vitamina E y vitamina C en el
mantenimiento, etapa final de la quimioterapia. Ademaés, evaluamos el efecto del co-
tratamiento con vitaminas sobre las concentraciones de citocinas proinflamatorias
relacionadas con el pronéstico y la recaida en otros tipos de cancer.

Se incluyeron en el estudio 78 nifios y nifias de 9.2+4.5 afios con LLA-B, y 52 nifios y nifias
clinicamente sanos de la misma edad y condicion socioecondémica. Los parametros evaluados
fueron: la actividad de catalasa (CAT), la actividad de la glutation peroxidasa (GPX), la
concentracion de glutation (GSH) y la capacidad antioxidante total (TAC), asi como la
concentracion de malondialdehido (MDA), el porcentaje de eriptosis y la concentracion
plasmaética de las citocinas TNF-a, IL-6, IL-8 y SDF-1.

Nuestros resultados indicaron alteraciones de la defensa antioxidante, evidenciada por una
menor actividad enziméatica de CAT y de GPX en el diagndstico de leucemia, en comparacion
con los resultados encontrados en nifios sanos, sin que esto provocara dafio oxidativo. Sin
embargo, en la etapa de induccién de la quimioterapia los niveles de oxidacidn sobrepasaron
la capacidad de los mecanismos antioxidantes (menor actividad de CAT y GPX, y menor
TAC) produciéndose lipoperoxidacion en las membranas de los eritrocitos.

Tras el co-tratamiento con antioxidantes no encontramos un efecto sobre las citocinas
proinflamatorias, la concentracion de GSH, ni la actividad de GPX.

Sin embargo, encontramos un aumento en la actividad de CAT y una disminucion de la
eriptosis; ademas, de que no encontramos evidencias de mayor lipoperoxidacion. Estos
hallazgos sugieren que el co-tratamiento con antioxidantes tiene un efecto protector ante el
estrés oxidativo cuando se administra en la etapa de mantenimiento de quimioterapia.



ABSTRACT

Leukemia is a type of cancer that affects blood components and has been proposed as an
oxidative disease; the election treatment is chemotherapy and has proven to be a successful
option to achieve remission, but it has also been associated with oxidative damage.

It has been suggested that establishing antioxidant co-treatments could provide a benefit for
patients receiving chemotherapy by reducing oxidative stress and improving the course of
treatment.

In the present work, we studied oxidative damage and components of the antioxidant defense
in children diagnosed with leukemia at different stages: at diagnosis, during chemotherapy,
and after co-treatment with vitamin E and vitamin C in maintenance, the last stage of
chemotherapy. Furthermore, we evaluated the vitamin co-treatment effect on
proinflammatory cytokine concentrations related to prognosis and relapse in other types of
cancer.

A total 78 boys and girls of 9.2 + 4.5 years with B-ALL, and 52 clinically healthy boys and
girls of the same age and socioeconomic status were included in the study. The parameters
evaluated were: catalase activity (CAT), glutathione peroxidase activity (GPX), glutathione
concentration (GSH) and total antioxidant capacity (TAC), as well as malondialdehyde
concentration (MDA), eryptosis percentage and plasma concentration of the cytokines TNF-
a, IL-6, IL-8, and SDF-1.

Our results showed alterations of the antioxidant defense, evidenced by a lower enzymatic
activity of CAT and GPX in the diagnosis of leukemia, compared to the results found in
healthy children, without causing oxidative damage. However, in the induction phase of
chemotherapy, the oxidation levels exceeded the capacity of the antioxidant mechanisms
(less activity of CAT and GPX, as well as lower TAC), producing lipoperoxidation in the
erythrocyte membranes.

After co-treatment with antioxidants, we found no effect on proinflammatory cytokines
concentration, GSH concentration, or GPX activity.

However, we found an increase in CAT activity and a decrease in eryptosis; furthermore,
there was no evidence of higher lipid peroxidation. These findings suggest that co-treatment
with antioxidants has a protective effect against oxidative stress when administered at the
maintenance phase of chemotherapy.



ABREVIATURAS

LLA Leucemia linfoblastica aguda
LMA Leucemia mieloblastica aguda
ERO Especies reactivas de oxigeno
MDA Malondialdehido
GSH Glutation reducido
SOD Superéxido dismutasa
TAC Capacidad antioxidante total
CAT Catalasa
GPX Glutation peroxidasa
GR Glutation reductasa
FS Fosfatidilserina
SL Sin leucemia

(Se refiere a nifios clinicamente sanos)
IP loduro de propidio
Dx Diagnostico
QTx Quimioterapia




1. INTRODUCCION

1.1 Leucemia

En la médula 6sea de un ser humano adulto, durante el proceso de hematopoyesis se generan
una variedad de células de diferentes linajes y etapas de diferenciacién (Doulatov et al.,
2012). Las células madre pluripotenciales de la médula 6sea se autorreplican lentamente, y
se diferencian a un estadio de compromiso mieloide o linfoide; el primer estadio de
compromiso produce una célula madre mieloide o linfoide capaz de proliferar y también de
diferenciarse a todos los progenitores de las diferentes células sanguineas (Jaime Pérez &
Gbmez Almaguer, 2009)

En la leucemia, un tipo de cancer de los componentes de la sangre que se origina en la médula
0sea, el proceso de hematopoyesis se encuentra afectado, causando una proliferacion celular
anormal y la presencia de células inmaduras en circulacion derivadas de la clona
hematopoyética (Ahmad et al., 2008). La infiltracion de células neoplasicas causa disfuncion
en diferentes 6rganos y manifestaciones sistémicas de la enfermedad, tales como: anorexia,
nauseas, vomito, diarrea, desnutricién y pérdida de peso. Estos fendmenos pueden conducir
a estrés sistémico de caracter energético, oxidativo e inflamatorio (Mitchell et al., 2009).

La clasificacion de la leucemia se basa: 1. En el tipo celular afectado (mieloide ¢ linfoide);
el mieloide comprende a los granulocitos (neutrofilos, baséfilos y eosinéfilos), monocitos,
eritrocitos y trombocitos; el linfoide comprende a los linfocitos T, linfocitos B y células NK
(Mayani H. & Pelayo R., Montesinos J., 2007). 2. Al curso de la enfermedad, aguda si es de
una progresion acelerada como consecuencia de un fallo severo en la medula 6sea 6 cronica,
si el proceso de evolucion es lento (figura 1) (Irwin et al., 2013).
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Figura 1. Hematopoyesis. Desarrollo de las células sanguineas a partir de una célula progenitora. Tomado de:
(Winslow, 2007).

La leucemia es el cancer pediatrico méas comun, desde los 0 hasta los 14 afios corresponde en
hasta un 36% del total de canceres registrados mundialmente (figura 2)(Steliarova-Foucher
et al., 2017). Su incidencia anual se ha incrementado en las ultimas décadas, y en mayor
velocidad en la poblacion latina (Whitehead et al., 2016).
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Figura 2. Porcentaje de leucemia en los diferentes grupos de edad con respecto a otros tipos de cancer en
todo el mundo de 2001 a 2010. Leucemia (todos los fenotipos); otros tipos de cancer (linfoma, tumores de
SNC, retinoblastoma, tumores renales, hepéticos, de hueso, sarcomas, y otros). modificado de (Steliarova-
Foucher et al., 2017).

1.2 Epidemiologia y etiologia de la Leucemia linfoblastica aguda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) tiene un anormal y rapido desarrollo de células del
estirpe linfoblastico T 6 B en la médula désea (Jaime Pérez & Gomez Almaguer, 2009)
induciendo una alta proporcion de células inmaduras en la circulacion (linfoblastos o blastos).
La LLA es cinco veces mas frecuente que la leucemia mieloblastica aguda (LMA) y
corresponde al 78% de todas las leucemias diagnosticadas en la infancia (Rasool et al., 2015).
Algunas variaciones biologicas en la poblacion de América Latina podrian estar relacionadas
con la mayor incidencia LLA con respecto a la reportada en otras partes del mundo, con tasas
de hasta 120 pacientes por millén por afio (Pérez-Saldivar et al., 2011). La incidencia en
México de cancer es de 122 casos nuevos por millén de habitantes al afio, en nifios menores
de 15 afios. La mayoria de las neoplasias de la infancia son mas comunes en nifios que en
nifias. En los paises industrializados la posibilidad de muerte por cancer en menores de 18
afios es menor al 15%, mientras que en México se ha propuesto que en la actualidad es de
30% (Rivera-Luna et al., 2015).

Se desconoce la etiologia de la LLA, sin embargo, se ha reportado que su desarrollo se puede
atribuir en un porcentaje menor al 5% a sindromes de origen genético, tales como: sindrome
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de Down, sindrome de Klinefelter, anemia de Fanconi, sindrome de Bloom, sindrome de
Louis-Barr, sindrome de Nijmegen (Stieglitz & Loh, 2013). Ademas se ha asociado el
desarrollo de leucemia a la exposicion a radiaciones y a farmacos durante el periodo de
gestacion (Paul et al., 2016). Asi como a diversos factores ambientales, infecciosos y
dietéticos como la exposicion a pesticidas, el humo del tabaco, los solventes y las emisiones
de automoviles (Whitehead et al., 2016). Se ha reportado que pacientes arabes con LLA
presentan mutaciones en el DNA mitocondrial especificamente en la subunidad 6 de la ATP
sintasa por lo que se propone que el hallazgo de dichas mutaciones puede utilizarse como un
factor de diagnostico para deteccion temprana de LLA (Yacoub et al., 2014). De manera
interesante, la suplementacion con vitaminas y folatos durante el periodo previo a la
concepcidén, embarazo y lactancia han mostrado reducir el riesgo de desarrollo de leucemia
(Whitehead et al., 2016).

1.3 Diagnostico y clasificacion

En el diagndstico de la leucemia, los pacientes pueden presentar una serie de malestares y
molestias denominados “sintomas B” (fiebre >38°C, sudoracién nocturna y pérdida de peso)
ademas de infecciones, sangrados, disnea y fatiga debido al bajo conteo de células sanguineas
maduras (American Cancer Society, 2016)(NCCN Guidelines ALL version 1.20149).
También, durante la exploracion fisica pueden encontrarse petequias, palidez y equimosis.
Dado que aproximadamente el 20% de los pacientes tienen infiltracion leucémica al bazo o
al higado, pueden presentar también esplenomegalia o hepatomegalia, con posibles
inflamaciones en testiculos, piel y mediastino en el caso especifico de LLA de estirpe T; para
el caso de pacientes que presentan LLA de estirpe B se pueden presentar tumores
abdominales y sindrome inflamatorio sistémico por lisis tumoral (Paul et al., 2016).

El diagnoéstico de la leucemia se establece cuando se observa un porcentaje de linfoblastos
del 20% o mayor en los analisis de médula 6sea. Histdricamente, los blastos se clasificaban
mediante los criterios de la FAB (French-American-British, clasificaciones de las
enfermedades hematoldgicas), basados en sus caracteristicas morfoldgicas (Jaime Pérez &
Gbmez Almaguer, 2009; Paul et al., 2016).

Actualmente, ademas de la clasificacion morfoldgica se realizan analisis citogenéticos donde
se buscan alteraciones cromosomicas y de inmunofenotipo mediante citometria de flujo, los
cuales determinan la estirpe y etapa de la diferenciacién celular, lo cual es de gran
importancia en el pronostico, tratamiento y evolucién clinica del paciente (Ciudad & Orfao,
2007).

1.4 Tratamiento: farmacos y sus mecanismos de accién

La quimioterapia ha resultado exitosa en disminuir la mortalidad por leucemia; sin embargo,
el efecto citotdxico de los farmacos asi como la posible formacion de radicales libres, pueden
afectar el estado redox de los pacientes durante la terapia (Ammar et al., 2020; ben Mahmoud
etal., 2017)



Los medicamentos utilizados en la quimioterapia promueven la apoptosis de las celulas
neoplasicas y, por lo tanto, controlan o conducen a la remisiéon de la enfermedad; sin
embargo, sus efectos colaterales y su metabolismo se han asociado con una mayor
produccién de ERO (Conklin, 2002).

Adicionalmente, se han reportado diferentes efectos adversos a causa de la quimioterapia,
una de estas descripciones fue emitida y descrita ampliamente por el Instituto Nacional de
Cancer de Estados Unidos (NCI), en el CTEP (“Common Terminology Criteria for Adverse
Events,” 2016). Los efectos adversos incluyen infecciones, alteraciones cardiacas,
hematoldgicas, endocrinas, gastrointestinales, nutricionales, renales, respiratorias y en piel y
cabello entre otras, principalmente en células de rapido desarrollo.

Las complicaciones hepaticas y hematoldgicas son muy comunes, especialmente durante el
periodo intensivo de la quimioterapia de induccién. A causa de estas complicaciones, 10s
médicos optan por descontinuar o posponer los tratamientos y prolongar la estancia de los
pacientes internados, lo que puede afectar el prondstico, evolucion y costos de la enfermedad
(Al-Tonbary et al., 2009).

La quimioterapia se divide en 3 fases, que tienen objetivos precisos:

Durante la primera fase se incluye una ventana terapéutica durante una semana con esteroides
(Prednisona) y es utilizada para evaluar la respuesta al medicamento como factor pronostico
y para reducir las complicaciones metabdlicas relacionadas con la carga tumoral que pueden
presentarse al inicio de la quimioterapia. A continuacion se inicia la fase de induccion a la
remision (4 semanas); La finalidad de esta fase es eliminar la mayor cantidad de células
neoplasicas en la médula ésea y regresar el conteo de células sanguineas a niveles normales.
Existen diversos esquemas para las diferentes etapas, pero estan basados en estructuras de
farmacos similares (vincristina, daunorrubicina o doxorrubicina, l-asparaginasa), con ligeras
diferencias en el calendario de administracion. Posteriormente, continua la fase de
consolidacién (4 semanas), en ésta se utilizan farmacos como metrotexato, mercaptopurina
y citarabina. El propdsito de esta fase consiste en eliminar las células leucémicas residuales
tanto en sangre como en médula ésea después de la fase de induccion (Dy G., 2004; Kennedy
et al., 2005; Udensi & Tchounwou, 2014).

Finalmente, los pacientes entran en la fase de mantenimiento, esta etapa consiste en un
periodo largo (2-3 afios) de farmacos como etopdsido, metrotexato y mercaptopurina donde
se busca reducir el riesgo de un evento recurrente y prolongar la remision (Naz et al., 2013).

Tras el periodo de quimioterapia de mantenimiento y bajo una continua vigilancia, la
remision completa de la enfermedad se obtiene cuando:

a) La médula 6sea presenta celularidad normal, evidencia de hematopoyesis
adecuada y la suma de blastos menor al 5%.



b) El examen de biometria hemdatica muestra un aumento de la concentracién de
hemoglobina y ausencia de blastos
c) Falta de sintomas y signos atribuibles a leucemia

De acuerdo con la clasificacion de riesgo, el esquema de tratamiento varia, sin embargo los
agentes quimioterapéuticos mas utilizados en el tratamiento de leucemias y sus mecanismos
de accion se mencionan en la tabla 1.

Tabla 1. Esquema de farmacos utilizados cominmente en el tratamiento de LLA.

Farmaco Mecanismo de accion

Vincristina Inhibe la polimerizacién de los microtibulos

L-Asparaginasa Hidroliza al aminoécido asparagina inhibiendo el
crecimiento tumoral

Metrotexato (MTX) Inhibe la enzima dihidrofolato reductasa

Citarabina de arabinosido Inhibe la sintesis de DNA bloqueando a la
polimerasa

Daunorrubicina y Doxorrubicina Antraciclinas intercalantes de DNA, bloquean el
avance de la topoisomerasa Il

Ciclofosfamida Alquilante de DNA

Mercaptopurina Antimetabolito, inhibe la sintesis de purinas

Etoposido Inhibe a la topoisomerasa Il

(American Cancer Society, 2016; Dy G., 2004)

En el esquema de tratamiento para LLA se incluyen farmacos alquilantes de DNA como la
ciclofosfamida, cuyo mecanismo de accidn consiste en substituir un grupo alquilo por un
proton en una base nitrogenada, lo que impide la replicacion del DNA y de esta forma ejerce
su efecto citotoxico (Labriola & Livingston, 1999).

La daunorrubicina y doxorrubicina pertenecen al grupo de las antraciclinas, son antibi6ticos
cuyo mecanismo de accion citotoxico es el de funcionar como agente intercalante de DNA
inhibiendo el avance de la topoisomerasa Il (McGowan et al., 2017).

El metrotexato (MTX) y la mercaptopurina pertenecen a un grupo de farmacos llamados
antimetabolitos estructuralmente similares a las purinas y pirimidinas. Actian como sustratos
competitivos en la via de sintesis de nucleétidos, por lo tanto impiden la sintesis de DNA,
particularmente, su efecto es durante la fase S de division celular (Dy G., 2004).

La vincristina es uno de los inhibidores de la polimerizacion de tubulina que impiden la
formacion de microtubulos, afectando a componentes integrales del citoesqueleto y del
aparato mitotico en la metafase durante la division celular S (Dy G., 2004).



1.5 Estrés oxidativo y cancer

La leucemia aguda es un estado hiper-catabdlico que se ha propuesto que puede generar un
exceso de especies reactivas derivadas del oxigeno (Papageorgiou et al., 2005), tal como se
ha demostrado en otros estudios en donde las células neoplasicas producen mayores
cantidades de ERO que las células no cancerosas (Senturker et al.,, 1997). Esta
sobreproduccién de ERO puede comprometer al sistema de defensa antioxidante, derivando
a un estado de estrés oxidativo (EO), el cual se caracteriza como un desbalance entre la
produccidn de radicales libres y metabolitos reactivos (a los que se les llama oxidantes) y las
moléculas encargadas de su eliminacion y de los mecanismos de proteccion (antioxidantes)
(Barry Halliwell, 2001; Salehi et al., 2018).

El desarrollo de EO es potencialmente dafiino para las células, conduce al dafio a lipidos,
proteinas y al DNA, con un impacto potencialmente negativo en todo el organismo (Reuter
et al., 2011); el dafio a lipidos produce alteraciones en la permeabilidad de la membrana
celular, el dafio al DNA puede producir mutaciones y cambios en la expresion genica, y el
dafio a proteinas puede producir cambios o pérdida de la funcién conduciendo a
modificaciones en rutas de sefializacion (Samoylenko et al., 2013). Se ha propuesto que los
mecanismos que podrian contribuir al desarrollo de EO en pacientes con cancer, son las
alteraciones del metabolismo energético, los mecanismos no especificos de la activacion
cronica del sistema inmune, (provocando una excesiva cantidad de citocinas
proinflamatorias), y el uso de agentes antineoplésicos (Abdul-Aziz et al., 2015; Mantovani,
et al., 2003; U. Singh et al., 2005).

Las ERO se encuentran implicadas en la etiologia y progresion de diversas enfermedades con
caracteristicas oxidativas tales como las crénico-degenerativas, metabdlicas, infecciosas y
las producidas por toxicos, incluyendo el cancer (Conklin & Conklin, 2000; Udensi &
Tchounwou, 2014). Las ERO son todos los metabolitos inestables del oxigeno molecular
(O2) que tienen reactividad tales como el ion superéxido (O2"), el radical hidroxilo (HO") y
moléculas oxidantes no radicales como el peréxido de hidrdégeno (H20>) entre otros (figura
3) (Rahal et al., 2014; Samoylenko et al., 2013). El radical HO" es el mas reactivo de las
ERO, reacciona rapidamente con lipidos de membrana y tioles de proteinas produciendo
eventos oxidativos que tienen un profundo impacto en la homeostasis, este radical se puede
formar en presencia de metales de transicion, principalmente cobre y hierro, por reacciones
de transferencia de electrones (reaccion de Fenton = Fe?* + H,0, — Fe®* + OH™ + OH") (B.
Halliwell, 1989).
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Figura 3. Subproductos de la reduccidn del oxigeno. De arriba hacia abajo: oxigeno molecular (O2), anién
superoxido (O2), peréxido de hidrégeno (H202), anion hidroxilo (OH") y radical hidroxilo ("OH), agua.
(modificado de: Samoylenko et al., 2013).

De manera fisiolégica también se producen especies reactivas de nitrégeno (ERN) y cuando
existe una sobreproduccién de estas, contribuyen también al desarrollo de un ambiente
oxidante. El 6xido nitrico (NO") es un radical involucrado en numerosos procesos tales como
neurotransmision, presion sanguinea, relajacion muscular y regulacién inmune (Bergendi’ et
al., 1999), sin embargo, el NO* puede reaccionar con el O."y formar un radical mas potente,
el peroxinitrito (ONOQ") cuya reactividad produce mayor dafio a biomoléculas (Valko et al.,
2007).

Tanto las ERO como las ERN pueden generarse de manera enddgena por procesos
enzimaticos o no enzimaticos, en el caso de las ERO (de mayor importancia en este trabajo),
éstas pueden formarse como subproductos de la funcion de la cadena respiratoria, de enzimas
como NADPH oxidasas, xantina oxidorreductasas (XOR), diversas oxidasas peroxisomales,
enzimas de la familia del citocromo P450, ciclooxigenasas y lipooxigenasas, asi como a partir
de desencadenantes exdgenos como radiaciones ionizantes, toxicos y farmacos (figura 4)
(Samoylenko et al., 2013).

Las ERO tienen funcion como moléculas de sefializacién en importantes vias sensibles al
estado redox, sin embargo, en altas concentraciones tienen un efecto toxico y de dafio celular,
por lo que, a través de mecanismos antioxidantes se mantiene el equilibrio entre su
produccion y eliminacién conservando asi la homeostasis (Irwin et al., 2013).
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Figura 4. Generacion de ERO y su relacién con sefializacién y dafio celular. Las ERO generadas en las
células mediante la accién especifica de varias enzimas parecen tener un rol més critico en la sefializacion
que las ERO que se generan como subproductos de procesos intracelulares o debido a radiaciones o toxicos.
ETC, Electron Transport Chain; ROS, Reactive Oxygen Species. Modificado de (Irwin et al., 2013).

1.6 Mecanismos de defensa antioxidante

Para contrarrestar los efectos dafiinos de los oxidantes, el organismo posee una bateria de
mecanismos de defensa antioxidante, estos se encuentran regulados por factores de
transcripcion sensibles a estrés oxidativo (Ganesh Yerra et al., 2013; Patinen et al., 2019).
Una via clave en la defensa antioxidante es la sefializacion mediada por NRF2/Keapl, NRF2
es un importante regulador de la respuesta antioxidante celular (Leinonen et al., 2014),
modula la expresion de mas de 200 genes antioxidantes, entre ellos GPX, SOD, y enzimas
que participan en el metabolismo del glutation, asi como proteinas de detoxificacion(Abdul-
Aziz et al., 2015; Pandey et al., 2017). Esta bateria de respuesta antioxidante contrarresta los
dafios producidos por las ERO reduciendo su reactividad y manteniendo asi el equilibrio
oxidante/antioxidante Figura 5 (Fuchs-Tarlovsky, 2013).

Los mecanismos de defensa antioxidante que participan contra el estrés oxidativo inducido
por radicales libres involucran:

1. Componentes del sistema antioxidante que evitan la formacion de radicales
libres al capturar moléculas que propician su formacién tales como:
ceruloplasmina, ferritina, transferrina o albtimina.

2. Elsistema de enzimas antioxidantes: la superéxido dismutasa, la CAT, la GPX y
las transferasas.

3. Moléculas antioxidantes: compuestos provenientes de la dieta como la vitamina
C, la vitamina E, los flavonoides y taninos; y compuestos endégenos tales como:
el glutatidn, el acido urico, la coenzima Q, las bilirrubinas y la melatonina.

4. Sistemas de reparacion: enzimas como las tiorredoxinas y la metionina sulféxido
reductasa (Quintanar-Escorza M. Calderén-Salinas J., 2009; Yin et al,, 2011).
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En el caso de prevencion de formacion de ERO, existen importantes proteinas que se unen al
hierro libre secuestrandolo e impidiendo la formacién de la reaccion de Fenton que produce
el radical OH" este es el caso de ferritina y transferrina (figura 5) (Samoylenko et al., 2013).

Cuando no son suficientes los medios de prevencién, la accion de la defensa enzimatica
resulta muy eficiente en reducir las especies oxidantes dado sus altas afinidades y velocidades
de reaccion.

La SOD es una enzima capaz de catalizar la dismutacion de superdxido (O2™) en oxigeno
molecular y perdxido de hidrogeno 20,+2H — H,02+0; aln sin la presencia de SOD el Oz
se puede dismutar a H.O> de manera mucho mas lenta (Irwin et al., 2013). En mamiferos
existen 3 isoformas de SOD: una citoplasmatica dependiente de cobre y zinc Cu/ZnSOD1
(SOD1), una mitocondrial dependiente de manganeso MnSOD2 (SOD2) y una extracelular
Cu/ZnSOD3 (SOD3) (Oberley & Buettner, 1979). Aunqgue se ha propuesto que el O>™ puede
difundir a través de membranas, éste es muy reactivo y reacciona inmediatamente con lipidos
o0 proteinas y en el caso de exponerse a metales de transicién como el Fe, se forma el radical
OH", el desarrollo de esta reaccion tiene varias consecuencias no solo el dafio oxidante que
genera, si no también muchas reacciones enzimaticas que requieren metales como cofactores,
y al modificar el estado redox de estos pueden modificarse también estas reacciones (figura
5) (Fukai & Ushio-Fukai, 2011).

La CAT es un componente crucial de la defensa enzimética antioxidante, al ser una de las
primeras enzimas en ser cristalizada, ha sido estudiada a profundidad y es uno de los
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referentes analizados en diversas enfermedades de caracter oxidante para evaluar estrés
oxidativo (Glorieux et al., 2015; Glorieux & Calderon, 2017; Reuter S., Gupta S., Chaturvedi
M., 2011), en pacientes con leucemia se reportd una relacion entre las alteraciones en la
actividad de la CAT vy el desarrollo de estrés oxidativo (Al-Gayyar et al., 2007; Y. Zhou et
al., 2003). CAT es un homotetramero de entre 200 a 340 KDa, cada subunidad tiene un grupo
hemo como grupo prostético ademas de NADPH que funciona como proteccion, evitando su
inactivacion por oxidacion debido a las condiciones del medio (Kirkman & Gaetani, 1984).
La CAT lleva a cabo la reaccion en la cual se reducen dos moléculas de H202 en 2 moléculas
de H20 y una de O; (Diaz et al., 2012; Zamocky et al., 2008). El H,O; puede formar el radical
hidroxilo mediante la reaccion de Fenton con metales de transicion considerado un
compuesto mas dafino y altamente reactivo (figura 5). Adicional a su capacidad de reducir
el H202, en lineas celulares se ha demostrado que CAT puede degradar al peroxinitrito
(ONOO") formado por el ion O2 +NO; en ensayos in vitro, se ha reportado una forma
extracelular que puede translocarse a la membrana, unida mediante una transglutaminasa y
con esto favorecer la proteccion contra la lipoperoxidacion (Bohm et al., 2015).

La GPX es otra importante enzima que tiene la funcion de reducir el H202 asi como otros
hidroperdxidos, esta enzima consiste en 4 mondémeros de 22 a 23 kDa y es dependiente de
selenio y cisteina, cataliza la siguiente reaccion ROOH+2GSH — ROH+GSSG+H20
(Paglia, D.E. and Valentine, 1967)(figura 5). Se han reportado isoformas tejido-especificas,
la GPX1 es una isoforma ubicua que contribuye a la mayor actividad de peroxidasa citosolica
y mitocondrial. La GPX2 es una isoforma con una distribucién limitada, se encuentra
principalmente en la mucosa epitelial del tracto gastrointestinal. La GPX3 es una forma
extracelular del plasma sanguineo, también se expresa en tejido pulmonar y rifion, éste tltimo
donde se lleva a cabo su sintesis antes de ser liberada al espacio extracelular (Rush &
Sandiford, 2003). La GPX4 es la Unica isoforma constituida de un solo mondémero, se
encuentra en la mayoria de los tipos celulares y se ha reportado que tiene accién
principalmente sobre hidroperdxidos formados de la oxidacion de fosfolipidos, es probable
que debido a estas funcion es la Gnica isoforma cuyo knockout es letal (Lubos et al., 2011).

La reduccion del H202 puede llevarse a cabo por la CAT o la GPX (Nagababu et al., 2003).
GPX tiene una Km mas baja que CAT por lo que es capaz de reaccionar con este a una
concentracion menor. La CAT tiene una afinidad menor por H>O2 que actla a mayores
concentraciones, a diferencia de GPX, CAT para su ciclo de actividad no necesita el glutation
ni el poder reductor del NADPH (figura 5) (Lei et al., 2015).

Ademas de las enzimas antioxidantes, los elementos antioxidantes no enzimaticos son una
importante respuesta contra fendmenos oxidativos, entre estos se encuentra el acido
ascorbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina E), el glutation (GSH), los carotenoides,
flavonoides y otros antioxidantes. Algunos antioxidantes tienen la capacidad de regenerarse
resaltando el dinamismo de la defensa antioxidante, tal es caso del acido ascorbico oxidado
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que puede ser regenerado a su composicion reducida por el NADPH o glutation, y una vez
reducido éste puede regenerar a la vitamina E oxidada (Valko et al., 2007).

El principal tiol intracelular es el tripéptido glutation, compuesto por glutamina, cisteina y
glicina y cuyas concentraciones intracelulares alcanzan valores del orden mM, mientras que
en plasma se encuentran en el rango UM (Zitka et al., 2012). El glutation tiene una importante
participacion contra el estrés oxidante dado que puede reaccionar con ERO como el radical
OH'y los peroxinitritos, ademas de intervenir en un gran numero de funciones celulares tales
como sintesis proteica, crecimiento celular (Griffith, 1999) y co-transporte de farmacos a
través de membranas (figura 5) (Sodani et al., 2012).

En plasma o fluidos corporales la capacidad antioxidante total es una medida que considera
la accion combinada de los antioxidantes presentes tanto no enzimaticos (el glutation, el
acido ascorbico, el alfa-tocoferol, los betacarotenos, el acido drico, la bilirrubina y la
albimina) como enziméticos (SOD, GPX y CAT) (Al-Tonbary et al., 2011). Esta
combinacidén de antioxidantes en el plasma provee una mayor proteccion contra los ataques
de radicales libres cualquier antioxidante de manera aislada (Al-Gayyar et al., 2007). En
plasma se han hecho estimaciones de que podrian tener las siguientes contribuciones:
glutation reducido 53%, &cido Urico 33%, vitamina C 4.7%, bilirrubina 2.4%, vitamina E
1.7% y otros 5.2% contando entre estos Ultimos a los polifenoles, flavonoides y otros
compuestos con capacidad antioxidante no enzimatica (Erel, 2004).

1.7 Generacion de ERO por el metabolismo de farmacos

Se han propuesto diversos mecanismos que pueden provocar estrés oxidativo en pacientes
con cancer, uno podria ser resultado del uso de agentes antineoplésicos, ya que varios de
ellos, particularmente los agentes alquilantes y el cisplatino, pueden producir ERO y por lo
tanto propiciar o aumentar el desarrollo de estrés oxidativo (Mantovani, Maccio, Madeddu,
Mura, Gramignano, Lusso, Massa, et al., 2003). Los farmacos administrados en la
quimioterapia pueden causar un desbalance entre la produccién de ERO vy la capacidad de
las defensas antioxidantes para removerlas provocando que los mecanismos de defensa no
sean suficientes para contener los efectos dafiinos de las ERO sobre los procesos celulares, y
a su vez esto podria estar relacionado con la frecuencia de recaidas o con la resistencia a
farmacos (Conklin, 2004).

El Citocromo P450 es una gran familia de hemoproteinas cuya funcion es la de convertir
agentes xenobioticos asi como otros compuestos enddgenos en moléculas que pueden ser
excretadas mas facilmente. En el proceso del metabolismo de farmacos llevado a cabo a
través de algunas enzimas de esta familia se pueden generar metabolitos toxicos y radicales
libres. (Donato, 2000). Dado que todos los quimioterapicos inducen apoptosis en las células
neoplasicas, lo que involucra que el citocromo C sea liberado de la mitocondria, esto produce
que un flujo de electrones se desvie de la cadena respiratoria al oxigeno mediante la NADH
deshidrogenasa y la coenzima Q10, resultando en la formacion de O™ (Conklin, 2004).
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1.8 Dafio oxidativo y apoptosis en leucocitos y eritrocitos

La sobreproduccion de ERO y el agotamiento de los sistemas de defensa antioxidante
produce un estado de estrés oxidativo el cual dafia a componentes celulares como el DNA, el
cual es susceptible a reacciones de oxidacién en componentes como la desoxirribosa y en las
bases nitrogenadas pudiendo generar mutaciones somaticas; el dafio a proteinas cuya
oxidacion recae principalmente en residuos de cisteina, metionina, histidina, tirosina,
fenilalanina y triptofano puede provocar pérdida o cambios en su funcion o promover su
degradacion y el dafio a lipidos membranales donde los acidos grasos poli-insaturados son
particularmente susceptibles a la oxidacion, provocando alteraciones en la permeabilidad y
pérdida de la integridad membranal, asi como de organelos celulares (Céardenas & Pedraza,
2005; Gonzélez-torres & Ortiz-mufiiz, 2000).

Los dafios a macromoléculas, se ha propuesto que son factores desencadenantes de apoptosis,
y se han agrupado con base en el componente celular que afectan, 1) membrana, 2) citosol,
3) citoesqueleto, 4) mitocondria y 5) nucleo (Kannan & Jain, 2000).

En el caso del dafio a membranas, existen estudios que demuestran que la externalizacion de
fosfatidilserina es un evento de aparicion temprana durante la apoptosis de diversos tipos
celulares de murinos y células humanas, independientemente del estimulo por el cual se haya
producido, y se manifiesta previo a muchos otros eventos asociados con este modo de muerte
celular (Martin et al., 1995).

La eriptosis es un mecanismo empleado fisiologicamente por el organismo para destruir
eritrocitos envejecidos sin dafio hemolitico, evitando de esta manera la hemélisis dentro del
sistema circulatorio, lo que ocasionaria cambios similares a un proceso inflamatorio, con
dafos renales y alteraciones en la coagulacion (Herlax et al., 2011).

Debido a su alto contenido de hierro y acidos grasos poliinsaturados, y a su rol como
transportadores de O con una alta exposicion a radicales libres, los eritrocitos son un
marcador importante de dafio oxidativo sistémico, cuantificable al evaluar su estado redox.
La correlacion entre el estrés oxidativo y la externalizacion de fosfatidilserina sugiere que el
estrés oxidativo tanto in vitro, como in vivo induce a la eriptosis (Calderon-Salinas et al.,
2011). El envejecimiento del eritrocito se caracteriza por un incremento en la concentracion
de calcio intracelular libre, debido a un incremento en las permeabilidades a calcio que
pueden iniciarse por choque osmético, estrés mecanico, deplecion de energia o incremento
de los procesos oxidativos que sobrepasen los sistemas de proteccién antioxidante
(Quintanar-Escorza et al., 2010). La muerte suicida de los eritrocitos se caracteriza por una
disminucion del tamafio y encogimiento de la membrana. Ademas, la fosfatidilserina, un
fosfolipido que normalmente se encuentra en la cara interna de la membrana plasmatica, se
transloca a la cara externa. Los eritrocitos que exponen fosfatidilserina hacia la membrana
son reconocidos por macrofagos, los cuales engullen y degradan a los eritrocitos en eriptosis
(FOller et al., 2008; Lang et al., 2005).

Por otro lado, la externalizacion de fosfatidilserina también se ha usado como un marcador
de apoptosis en leucocitos y en diferentes lineas celulares de leucemia aguda humana
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(Maioral et al., 2013). Se ha observado que la apoptosis es inducida por diversos farmacos
como cicloheximida, actinomicina D y estaurosporina en neutréfilos humanos aislados de
sangre periférica, utilizando el conjugado anexina V y fosfatidilserina y citometria de flujo
(Martin et al., 1995), sin embargo, no se tiene informacion de la apoptosis durante las etapas
de quimioterapia.

Por lo anterior, en el presente estudio se pretende evaluar dicho pardmetro como marcador
de dafo oxidativo tanto en eritrocitos como en leucocitos, considerando que los primeros
estan altamente expuestos a oxidacion y los segundos son células muy importantes en el
proceso de la leucemia.

1.9 Leucemia y citocinas

La transcripcion de citocinas proinflamatorias asi como de factores involucrados en la
adhesion intracelular promueven un ambiente pro-tumorigénico y pueden inducir la
metastasis, estos eventos se encuentran regulados por el factor transcripcional NFKB, el cual
es clave en el desarrollo de la inflamacion y de la respuesta inmune, su activacion sostenida
es una caracteristica en diversos tipos de cancer y en leucemia, se encuentra asociada al
crecimiento y supervivencia de las células neoplésicas (Rayet & Gélinas, 1999; Zeligs et al.,
2016). Se ha descrito que esta activacion sostenida del proceso inflamatorio mediado por el
desbalance entre citocinas proinflamatorias y antinflamatorias conduce a un estado de estrés
inflamatorio lo que ha sido reconocido como una base molecular fundamental en la
patogénesis de muchas enfermedades (Liu et al., 2017).

Las citocinas son pequefias proteinas solubles secretadas por diversos tipos celulares que
tienen un efecto especifico en las comunicaciones celulares. Estas proteinas, al llevar
informacidn especifica a la célula blanco, acttan sobre receptores en la superficie celular y
ocasionan una respuesta, la cual puede ser inflamatoria, causar proliferacién o inducir
apoptosis. “Citocina” es el término general, existiendo grupos especificos como las linfocinas
(citocinas secretadas por linfocitos), monocinas (citocinas secretadas por monocitos),
quimiocinas (citocinas con actividad quimiotaxica) e interleucinas (citocinas secretadas por
un leucocito y con accién sobre otros leucocitos) (J.-M. Zhang & An, 2009). Tanto las
citocinas como las moléculas de adhesion celular han sido estudiadas como marcadores de
la activacion del sistema inmune en diferentes enfermedades, incluyendo las enfermedades
de tipo hematoldgicas tales como la leucemia (Kupsa et al., 2014); en el caso de las
leucemias, el crecimiento y supervivencia de las células neoplasicas, depende de una
compleja red de sefiales intercelulares que se encuentran reguladas a través de
“microambientes”, formados en regiones de proliferacion como la médula 6sea, ganglios
linfaticos o tejido adiposo, en donde las citocinas, el acople de moléculas co-estimulatorias
y antigenos o una combinacién de estos son una parte esencial en los estimulos proliferativos
(Trimarco et al., 2015).
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Las citocinas tienen también un papel importante en el desarrollo de las leucemias, tanto en
la persistencia de las células malignas, asi como en el resultado del tratamiento (Yan et al.,
2011). La modulacion de la compleja red de citocinas puede alterar la activacion de rutas de
sefializacion, lo que podria impactar en el desarrollo de las células neoplésicas al tratamiento
(Lippitz, 2013). Los microambientes en los que se desarrollan las células leucémicas tienen
gran importancia en la supervivencia y proliferacion. En estos “nichos” pueden existir
factores solubles que promueven la “comunicacion” entre las células leucémicas y las células
constituyentes de dichos microambientes lo que puede resultar en la transformacion de un
nicho celular normal en un nicho celular leucémico, en el que las células leucémicas obtienen
ventajas en su desarrollo y en el que rapidamente pueden substituir a las células no
neoplasicas (figura 6).

Se ha propuesto que las citocinas pueden ser las encargadas de esta comunicacion celular y
se ha reportado una elevada expresion de diversas citocinas y quimiocinas en el suero, plasma
0 ambos de pacientes con leucemia linfocitica crénica (CLL) lo cual se ha correlacionado
con la evolucion clinica de los pacientes (ten Hacken & Burger, 2016).

El factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) es una citocina que tiene un amplio abanico de
efectos en una poblacién variada de células y existe evidencia de que TNF-a pudiera ser una
citocina constitutivamente producida por células neoplasicas, ademas de tener importante
participacion en diversos procesos que controlan la inflamacién y en el desarrollo y progreso
de enfermedades hematoldgicas (Tian et al., 2014). TNF-a también ha sido relacionado con
efectos clinicos adversos e infiltracién extramedular de las células neoplasicas (X. Zhou et
al., 2017). La citocina proinflamatoria TNF-a es producida mayormente por los monocitos y
macrofagos, aunque también puede ser liberada por linfocitos T y B. Algunas de sus
funciones son mediar el factor de expresion tisular en células endoteliales, inducir la
activacion de neutrdfilos, suprimir las células madre hematopoyéticas, mejorar el efecto
citolitico de las células natural killer e incrementar la citotoxicidad de monocitos y
eosindfilos, ademas se ha reportado que puede inducir diferenciacion celular en lineas
celulares de leucemia humana (Foa et al., 1990).

La interleucina-6 (IL-6), es una citocina pleiotropica implicada en la respuesta inmune, y la
respuesta de fase aguda. Es producida por una variedad de células, incluidos fibroblastos,
células endoteliales, monocitos, células hematopoyéticas y linfocitos (Yu et al., 2008). La
IL-6 estd involucrada en el reclutamiento de neutrofilos y promueve la migracién y
proliferacion de linfocitos T hacia los tejidos afectados. Los fibroblastos residentes producen
metaloproteasas tras la estimulacién con IL-6 y degradan la matriz extracelular; la IL-6
también induce la diferenciacién y activacion de células T. En diferentes tipos de cancer
incluyendo CLL, se han encontrado incrementos en las concentraciones en suero de esta
citocina. Su alta concentracion se ha relacionado con transformacién aguda y mayor
proliferacion de células neoplasicas, causando una respuesta mas agresiva de la enfermedad
en LLAy LMA (Sharma et al., 2020).
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La interleucina-8 (IL-8) es una citocina que pertenece a la familia de quimiocinas CXC y
tiene una funcion como activador y quimio-atractor de neutrofilos. La IL-8 se produce por
diferentes tipos de células tumorales y se ha asociado una concentracion elevada de esta
citocina en suero con incrementos en el tamafio del tumor, profundidad de la infiltracion de
las células neoplasicas o en la evolucion de la enfermedad (Lippitz, 2013). La concentracion
de IL-8 ha sido usada como predictivo de la evolucion de la enfermedad (Molica et al., 1999);
ademas, en nifios con LLA-B se asocio una alta concentracion de esta citocina con el
desarrollo de sintomas més severos de la enfermedad (fatiga, dolor y nausea) (Hockenberry
etal., 2019).

La quimiocina factor 1 (SDF-1), también conocida como CXCL12 es producida por células
estromales, se une a su receptor CXCR4, el cual se expresa en células tumorales, mientras
que su ligando CXCL12 se expresa en diversos érganos como pulmén, higado, cerebro,
rifidn, piel y médula dsea. Se ha reportado que, tras la activacion del receptor por su ligando,
estos se encuentran involucrados en el desarrollo de metastasis en diversos tipos de cancer
(de Lourdes Perim et al., 2015). EI SDF-1, fue inicialmente identificado en células estromales
de médula dsea; sin embargo, existe evidencia de su expresion en otros tipos celulares como
fibroblastos, adipocitos y células endoteliales (Gelmini et al., 2008). Se ha propuesto que las
células neoplésicas migran probablemente tras la estimulacion de ésta y otras quimiocinas a
microambientes como la médula ésea o el tejido adiposo, lo cual les confiere resistencia ante
las drogas quimioterapeuticas (Sheng et al., 2016; Sheng & Mittelman, 2014). Se ha
reportado que en nifios con leucemia, una alta concentracion del receptor de SDF-1, se ha
asociado con riesgo clinico de recaida de la enfermedad (Wu et al., 2006). En modelos
animales e in vitro SDF-1 puede extender la vida de las células leucémicas en la médula 6sea
y en nichos extracelulares (Barretina et al., 2003; Juarez et al., 2007). Un resumen de las
citocinas evaluadas en el presente trabajo se resume en la tabla 2.

Tabla 2. Citocinas proinflamatorias relacionadas con la evolucion de la leucemia
Citocina Fuentes principales Accion Relacién clinica LLA
En estudios clinicos se ha asociado su mayor
. . . .| concentracion con hiperleucocitosis, y parametros
Monocitos/macréfagos. | Proinflamatoria o .
TNF-a , ‘o - clinicos adversos. En AML se ha asociado con
Células neoplésicas y autoinmune | . . L ) -
infiltracion extramedular de las células neoplésicas
(X. Zhou et al., 2017).
. Tanto en ALL como en AML altas
Monocitos, - .
. . . . .| concentraciones se han asociado con mayor
fibroblastos, linfocitos | Proinflamatoria . . . .
IL-6 - proliferacion de las células neoplésicas y una
By T,y algunas y autoinmune .
, menor respuesta al tratamiento (Sharma et al.,
células tumorales
2020).
. . P Concentraciones elevadas han sido asociadas con
Monocitos y fagocitos | Quimiotacticae | )
IL-8 - : sintomas mas severos de la enfermedad
mononucleares. inflamatoria
(Hockenberry et al., 2019).
Células endoteliales, Concentraciones elevadas se han asociado con
SDF-1 fibroblastos Quimiotacticay | infiltracion de las células neoplésicas a nichos
estromales, angiogénesis | extramedulares y sistema nervioso central
osteoblastos. (Bouyssou et al., 2016; Gelmini et al., 2008)
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Por lo anterior se ha propuesto que la evaluacion de las concentraciones de citocinas en
pacientes con leucemia puede tener utilidad en el pronostico y para evaluar la evolucion de
la enfermedad y la respuesta a los tratamientos quimioterapéuticos y antioxidantes.

En distintos tipos de cancer se ha encontrado que el aumento de las concentraciones de
citocinas proinflamatorias pueden ser indicadores de mal prondstico o recaida de la
enfermedad, en cancer de mama se ha reportado, que la mayor concentracién de IL-6, IL-2
y TNF-a tiene un pronostico negativo, siendo este riesgo mayor, cuando el aumento de la
concentracion es en combinacion con alguna de las otras citocinas mencionadas (Esquivel-
Velazquez et al., 2015).

Células leucémicas

Factores solubles?

Contacto directo?

Células progenitoras
normales

A Concentraciones
) de citocinas
Nicho celular normal + IL-6

- « -8
> + TNF-a
+ SDF-1

l

Nicho leucémico

“Ees

Figura 6. La comunicacion celular mediada por factores solubles. Las interacciones entre las células
estromales y las células neoplasicas podrian conferirles resistencia, estas interacciones pueden ser mediadas
por citocinas circulantes. Modificado de (Kumar et al., 2016).

2. ANTECEDENTES

En un estudio realizado sobre el estado oxidativo/antioxidante en pacientes diagnosticados
con diferentes tipos de cancer (cabeza, cuello, mama, pancreas, colorectal, ovarios,
endometrio, melanoma, rifion y mieloma) sin quimioterapia (Mantovani et al., 2003), ademas
de evaluar la concentracion de ERO, la actividad de la enzima GPX y las concentraciones de
citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-13, IL-2), se les administrd un co-tratamiento de
combinaciones de antioxidantes durante diez dias (ALA &cido alfa-lipoico 200 mg/dia oral;
N-acetilcisteina 1800 mg/dia intravenoso (1.V); sal de carboxicisteina-lisina 2.7 g/dia oral;
Amifostina 375 mg/dia 1.V; GSH 600 mg/dia 1.V, Vit. A 30000 IU/dia oral, vit. E 70 mg/dia
oral, vit. C 500 mg/dia oral).
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Cuando los pacientes con cancer no recibieron el tratamiento con antioxidantes se encontro
que tuvieron una mayor concentracion de ERO vy de las citocinas IL-6, TNF-a y IL-1f, asi
como menor actividad de la GPX e IL-2 al ser comparados con los individuos sanos. Posterior
al co-tratamiento con antioxidantes, los pacientes con cancer registraron menor
concentracion de ERO, y mayor actividad de la GPX (tabla 3). Los resultados encontrados
sugieren que la suplementacion con antioxidantes en pacientes con cancer podria reducir el
estrés oxidativo, disminuyendo las concentraciones de ERO y favoreciendo la respuesta
antioxidante (GPX), ademas de reducir el estrés inflamatorio (menores concentraciones de
IL-6 y TNF-q).

Los autores concluyen que la administracion de agentes antioxidantes como terapia
coadyuvante en el tratamiento del cadncer es segura, al no encontrar ningin efecto
adverso en los casos estudiados.

En otros tipos de cancer, no leucemia, se han realizado estudios del estatus oxidativo e
inflamatorio y co-tratamientos con antioxidantes, y se ha discutido ampliamente en articulos
de revision (Block et al., 2008; Fuchs-Tarlovsky, 2013).

Tabla 3. Antioxidantes y citocinas proinflamatorias con pacientes con cancer
sin tratamiento comparados con controles sanos.
Comparativo de los Comparativo de los
pacientes respecto a pacientes después de
individuos sanos la administracion de
antioxidantes
ERO 1 !
GPX ! 1
IL-6 1 1
TNF-a 1 !
IL-1B 1 S.C
IL-2 ! S.C
ERO; especies reactivas de oxigeno. GPx; GPX. Pacientes adultos con cancer
hombres y mujeres entre 34y 75 afios (n=56), controles hombres y mujeres sanos
del mismo rango de edad (n=20). S.C, sin cambios. Datos tomados de (Mantovani
etal., 2003).

2.1 Estudios de estrés oxidativo y defensa antioxidante en leucemia

Los estudios que se han realizado en leucemia tienen resultados heterogéneos acerca de la
evaluacion del dafio oxidativo y de la defensa antioxidante (enzimatica o no enzimatica) esto
como consecuencia de los diferentes fenotipos de leucemia y del grupo de edad analizados.
En la tabla 4 se presenta un resumen de resultados de 27 publicaciones donde el analisis
principal son estatus antioxidante y estrés oxidativo en pacientes con leucemia con
poblaciones de n=7 hasta 218.
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Los estudios han sido realizados tanto en adultos (9 estudios) como en nifios (14 estudios),
aunque tambien se reportan mixtos (4 estudios). El fenotipo méas frecuentemente analizado
es LLA (14 estudios), para LLC (2), LMC (2), y de mas de un fenotipo (9). En estos trabajos
4 han sido estudiados sin los efectos de la quimioterapia, 11 con quimioterapia y 12 han
evaluado los resultados al diagnéstico de la enfermedad y después los cambios durante la
quimioterapia.

Unicamente en 2 estudios de leucemia se ha evaluado el impacto de un co-tratamiento con
antioxidantes. Los andlisis de alguna citocina o0 marcador proinflamatorio son escasos, solo
en 3 estudios. Asi mismo para la evaluacién de apoptosis Unicamente en 2 publicaciones.

En algunos de los estudios analizados no es posible realizar conclusiones acerca del estatus
antioxidante o del desarrollo de estrés oxidativo debido a la limitacion de pardmetros
evaluados. Ademas, en algunos resultados es complicado interpretar apropiadamente los
datos dado la falta de controles adecuados, o la inexistencia de estos.

En los estudios analizados principalmente se estudian pardmetros de dafio oxidativo (15
estudios), tales como la concentracion de malondialdehido, la carbonilacion de proteinasy el
dafio al DNA. Las concentraciones de especies reactivas de oxigeno son evaluadas en 5
estudios. Se analizan con mayor frecuencia SOD (11), CAT (7), GPX (7), GR (1). Los
antioxidantes no enzimaticos méas evaluados son las concentraciones de GSH en 9 estudios,
Vitamina E en 4y vitamina C en 1, ademas de la capacidad antioxidante total, una estimacion
de la respuesta enzimatica y no enzimatica combinada se evalta en 9 trabajos.

Algunos autores han sugerido que el aumento de las respuestas antioxidantes enzimaticas o
no enzimaticas es un mecanismo adaptativo a mayores concentraciones de radicales libres
generadas por la enfermedad y que esa respuesta logra evitar el dafio oxidativo a
componentes celulares, sin embargo, los resultados son variables y no siempre se ha
reportado una mayor respuesta antioxidante.
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Tabla 4. Resumen de estudios en pacientes con leucemia en relacion con dafio oxidativo, estatus antioxidante

y estrés oxidativo y/o proinflamatorio.

Autor Tipo de | Etapa de Tratamiento
leucemi | estudio Resultados con
a antioxidantes
(Ahmad et al., | LMC- | QTx Mayor carbonilacién de proteinas y concentraciones | NO
2008) adultos de MDA e hidroperoxidos; menores concentraciones
(47) de GSH comparados con 20 adultos sanos.
(Akhgarjand LLA — | Antes vy | Después de la QTx mayor actividad de SOD, mayor | NO
etal., 2018) (30) después | concentracion de Vit E y TAC; menor MDA, sin
adultos | de QTx | cambios en concentraciones de proteina C reactiva.
y nifios | (2 afios) | No reportan comparaciones con individuos sanos.
(Al-Tonbary LLA - | QTx Después de co-tratamiento con antioxidantes en | Sl
et al., 2009) nifios etapas de induccion y consolidacién de QTx, mayor | Vit. E y N-
(40) actividad de GPX, sin cambios en concentraciones | acetilcisteina.
de MDA y TNF-a. Menores complicaciones
hematol6gicas que cuando no se administraron
antioxidantes. No reportan comparaciones con
individuos sanos.
(Al-Tonbary LLA - | Dx y | Mayor concentracién de MDA y menor de TAC en | NO
etal., 2011) nifos QTx suero. Mayor apoptosis en linfocitos comparados
(50) con 10 nifios sanos.
(Al-Gayyar et | LLC Dx y | Mayor concentracién de H2Ozen leucocitos y MDA | NO
al., 2007) 9 vy|QTx en suero, mayor TAC y GSH. Mayor actividad de
LMC SOD y CAT. Menores concentraciones de &cido
(11) - ascorbico. antes y después del tratamiento
adultos comparado con 10 adultos sanos.
(Battisti et al., | LLA — | Dx y | Dx mayor dafio oxidativo (carbonilacién de | NO
2008) nifios QTx vy | proteinas y MDA). Menor actividad SOD y CAT y
(80) vigilanci | concentraciones de tioles y vit E en plasma. Tioles
a en eritrocitos sin cambios pero menores en QTX.
Todos los parametros comparados con 50 nifios
5anos.
(Demir C., | LMA Dx Menor actividad de CAT en eritrocitos de pacientes | NO
Demir H., | (25 vy con leucemia.
Esen R., | LLA
Atmaca M., | (6) -
2010) adultos
(Devi et al., | LLA, y | SinQTx | Mayores concentraciones de O.¢ en leucocitos, sin | NO
2000) LMC — cambios en H,0,. Mayor actividad de GPX y SOD
nifios en eritrocitos comparado con 15 individuos sanos.
@7) vy
adultos
(©)
(Gaman et al., | LLC — | Dx y | Al Dx menor capacidad antioxidante y mayor ERO. | SI
2014) adultos | QTx Grupo que recibid antioxidantes tuvo menor TAC | VitC
(84) sin cambios en ERO y menores infecciones
respiratorias bacterianas y virales. No reportan
comparaciones con individuos sanos.
(Hockenberry | LLA — | Durante | Mayor concentracion de IL-8 en liquido cefalo- | NO
etal., 2019) nifios 18 meses | raquideo (LCR) durante los primeros meses de QTx
(218) de QTx relacionado con el aumento de fatiga, dolor y nausea.
No reportan comparaciones con nifios sanos.
(Hooke et al., | LLA — | Durante | Menores concentraciones de GSH en LCR en las | NO
2020) nifios 1 afio de | primeras etapas de quimioterapia. No reportan
(132) QTx comparaciones con nifios sanos.

20




(Krawczuk- LLA — | Dx y | 8 nifos tuvieron menor TAC antes y durante la QTx | NO
Rybak et al., | nifios QTx comparados con 22 nifios sanos.
2012) (100)
(ben LLA - | Dx y | Mayor actividad de SOD y CAT y menor de GPX; | NO
Mahmoud et | (34) QTx mayores concentraciones de GSH, MDA vy
al., 2017) nifios y carbonilacion de proteinas al Dx y QTx comparados

adultos con individuos sanos.
(Mazor D., | LLA — | QTx Menor capacidad antioxidante total evaluada por 3 | NO
Abucoider A., | 7 nifios métodos en suero y comparada con adultos sanos.
Meyerstein
N., 2008)
(I. M. Moore | LLA —| Al Dx y | Mayor concentracion de fosfatidilcolina y | NO
etal., 2015) nifios en etapas | fosfatidilinositol en LCR en la quimioterapia. No

(55) de QTx | reportan comparaciones con nifios sanos.

intratecal
(I. M. (Ki)| LLA —| Al Dx y | Mayores concentraciones de GSH y mayor actividad | NO
Moore et al., | nifios en etapas | de caspasas 8 y 3/7 en leucocitos de LCR en la
2018) (71) de QTx | quimioterapia. No reportan comparaciones con
intratecal | nifios sanos.

(Naz et al, | LLA Dx y | Al Dx mayor actividad de SOD, GRy TAC. Después | NO
2013) (50) y | QTx del tratamiento mayor SOD y menores GR y TAC

LMA comparada con 40 individuos sanos.

(30) -

adultos

y nifos
(Papageorgiou | LLA Dx y | TAC sin cambios al Dx, pero menor en la | NO
et al., 2005) (15) y | QTx quimioterapia comparada con nifios sanos.

LMA

@ -

nifios
(Raber et al., | Leuce Dx y | Mayores concentraciones en leucocitos | NO
2019) mias y | QTx mononucleares de H,O2, Oy", y de GSH durante la

linfoma QTx. No reportan comparaciones con nifios sanos.

— nifios

(32)
(Rasool et al., | LLA y | QTx Mayor concentracién de MDA; Menores | NO
2015) LMA - concentraciones de GSH y Vit E; Menores

adultos actividades de SOD, CAT y GPX comparados con

(50) 20 adultos sanos.
(Rodgers et | LLA — | Al Dx y | Menor tasa de GSH/GSSG en LCR en la | NO
al., 2016) nifios QTx quimioterapia, relacionado con anemia,

(38) malnutricion e  infecciones. No  reportan

comparaciones con nifios sanos.

(Sarmento- LLC Dx y | Al Dx menores actividades de SOD y GPX; menores | NO
Ribeiro et al., | (29) y | QTx concentraciones de Vit E y GSH; mayores
2012) LLA concentraciones de perdxidos dependientes del

(23) - fenotipo de leucemia. Resultados comparados con

adultos 49 individuos sanos
(Sentiirker et | LLA-9 | QTx Menores actividades de SOD, CAT y GPX y mayor | NO
al., 1997) nifios dafio a DNA en linfocitos de pacientes comparados

con 10 nifios sanos.

(R. K. Singh | LMC - | QTx En QTx mayor carbonilacion de proteinas, | NO
et al., 2009) adultos concentraciones de MDA e hidroperoxidos de

(40) lipidos en plasma comparados con 20 individuos

Sanos.
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(Fayh et al, | LLA — | Antes y | Después de QTx de induccién menor concentracién | NO

2018) nifios después | de proteina C reactivay MDA.

(19) de QTx
(Zelen et al., | LLC - | Dx Mayor actividad de CAT y concentraciéon de MDA | NO
2010) adultos en plasma. Sin diferencias en las concentraciones de

(29) H202, Oz, ni las actividades de SOD y GPX

comparado con individuos sanos.

(F. Zhouetal., | LLA Sin QTx | Menor actividad de SOD y menor TAC; mayores | NO

2007) (62) y concentraciones de ERO y de MDA comparados con
LMA adultos sanos.
(30) -
adultos

En los estudios que se muestran en la tabla 4 los cuales corresponden a diferentes tipos
de leucemia se puede observar que son escasos los estudios con intervenciéon que
emplean co-tratamientos con antioxidantes, por lo que no se pueden generar
conclusiones del estado antioxidante dadas las diferentes poblaciones, condiciones y
parametros evaluados. Y adn resultan mas limitados los estudios donde se evalien
condiciones inflamatorias o de apoptosis.

3. JUSTIFICACION

Tanto la leucemia como la quimioterapia pueden generar estrés oxidativo; ademas, se ha
propuesto que la respuesta inflamatoria sostenida tiene un papel importante en el desarrollo
y persistencia de la leucemia. El desarrollo de un estado oxidante y proinflamatorio, asi como
los efectos toxicos del tratamiento, pueden producir la disminucién o la interrupcién de la
dosis de la quimioterapia, provocando resistencia y recaida de la leucemia.

Algunos co-tratamientos con antioxidantes han mostrado resultados positivos reduciendo el
estrés oxidativo en otras enfermedades de caracter oxidativo, incluidos otros tipos de cancer.
Una menor concentracion de las citocinas proinflamatorias y un menor estrés oxidativo
podria estar relacionado con un estado menos agresivo de la enfermedad y una mejor
evolucidn del tratamiento conduciendo a la remision de los pacientes.

Por lo antes dicho, resulta de interés establecer estudios que evaluen si el co-tratamiento con
antioxidantes exdgenos modifica pardmetros del estado oxidativo e inflamatorio en pacientes
con LLA-B.
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4. HIPOTESIS

La administracion de acido ascorbico y a-tocoferol como terapia de apoyo al tratamiento
quimioterapéutico en pacientes pediatricos diagnosticados con LLA-B, mejorara la respuesta
enzimética y no enzimética antioxidante, lo que permitird reducir el estrés oxidativo y el
estado proinflamatorio de los pacientes, evitando el dafio oxidativo.

5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar si el co-tratamiento con antioxidantes (vitaminas C y vitamina E) mejora la respuesta
antioxidante de los pacientes y evita o disminuye el estrés oxidativo y proinflamatorio en
pacientes pediatricos con LLA-B al diagnostico y durante la quimioterapia. Asimismo,
comprender los mecanismos Yy alteraciones del estatus antioxidante-oxidante ocurridas
durante el desarrollo de LLA-B y su tratamiento.

5.1 Objetivos Especificos

1. Conformar un grupo de nifios diagnosticados con LLA-B por primera vez en el
HRAEB

2. Establecer un programa de tratamiento con antioxidantes vitamina C y vitamina E.

Al diagnostico de LLA, durante las fases de la quimioterapia y tras el co-tratamiento con
antioxidantes se realizaron los siguientes objetivos:

3. Evaluar el desarrollo de dafio oxidativo, analizando la lipoperoxidacidn en eritrocitos.

4. Determinar si se genera estrés oxidativo en plasma y eritrocitos a partir del analisis
de elementos de la defensa antioxidante, la actividad de las enzimas CAT y GPX, asi
como la respuesta antioxidante total en plasmay la concentracion de GSH.

5. Evaluar la apoptosis de eritrocitos y leucocitos mediante la externalizacién de FS.

6. Analizar las concentraciones de citocinas proinflamatorias TNF-a, 1L-6 e IL-8 y
quimiocina SDF-1 en plasma.

7. Efectuar una correlacion entre los pardmetros de estrés oxidativo, estatus antioxidante

y pro-inflamatorio en el diagnéstico y diferentes fases de la quimioterapia, asi como
tras el co-tratamiento con antioxidantes.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se llevd a cabo en colaboracion con el Hospital Regional de Alta
Especialidad del Bajio. El protocolo se conformd por nifios y nifias diagnosticados con
leucemia en el servicio de pediatria oncoldgica del Hospital HRAEB-LeoOn, Guanajuato.
Realizamos un estudio clinico longitudinal descriptivo y de seguimiento con una duracién de
3 afos. Los resultados se compararon con nifios clinicamente sanos de la misma region y con
condiciones socioecondmicas similares, sin tratamiento farmacol6gico ni evidencia de
ingesta de antioxidantes en los Gltimos 2 meses. El protocolo fue aprobado por los comites
de investigacion cientifica y ética (CI-HRAEB-2015-025 y CNBCEI-11-000-
2009.05.01/CEI-02-15); se obtuvo el consentimiento de los padres para todos los
participantes. EI nimero de pruebas varié debido a las diferencias en el volumen de muestra
de sangre obtenida, el estado clinico de los pacientes y el programa de consultas por parte de
los médicos tratantes.
Criterios de inclusion:

e Nifios o nifias del area de oncologia pediatrica (0-18 afios) del hospital HRAEB.

e Diagnostico inicial de leucemia

e (Consentimiento de los tutores a participar en el estudio
Criterios de exclusion:

e Pacientes con leucemia mayores de 18 afios

e Nifios con diagndstico de leucemia mas enfermedades adicionales (sindrome de

Down, de Klinefelter, cirugias recientes, otros tipos de cancer).
e Sin consentimiento a participar en el estudio

Las muestras de sangre fueron obtenidas en tubos vacutainer con heparina como
anticoagulante y conservadas en refrigeracion a una temperatura de 4 °C hasta su recepcién
en el laboratorio de bioquimica médica en donde se procesaron en un lapso no mayor a 48 h
a partir de ser obtenidas. Antes de la toma de muestra de los pacientes incluidos en el
protocolo, siempre se valord primero si la condicion clinica de los nifios permitia el
procedimiento mediante los criterios médicos a cargo del consejo de oncopediatria del
HRAEB.
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Figura 8. Disefio del estudio. Al diagnostico asi como en las diferentes fases de la quimioterapia (barra
s6lida) se obtuvieron muestras sanguineas de nifios con leucemia (triangulos numerados 1-5); se realizaron
pruebas para determinar dafio oxidativo (MDA 1-5), estatus antioxidante (actividad de CAT y GPX, y
capacidad antioxidante total 1-5), concentraciones de glutation (4-5) y estatus proinflamatorio
(concentraciones de TNF-a, IL-6, IL-8 y SDF-1 4-5). Los antioxidantes se administraron 4 semanas después
de iniciar la quimioterapia de mantenimiento MNT y se evalud una siguiente etapa MNT+VTx después de
30 dias (4-5).

La estructura del estudio se llevd a cabo mediante el anélisis de muestras de sangre en el
diagnostico y tras 4 semanas del curso de las diferentes etapas del tratamiento (induccion,
consolidacién y mantenimiento) de los nifios. Durante la quimioterapia de mantenimiento
(30 dias después de su inicio) les fue administrado un co-tratamiento con antioxidantes
compuesto por vitamina E y C (alfa-tocoferol acetato 400 Ul y &cido ascorbico 100 mg
acorde a peso y talla, diariamente por via oral) durante 30 dias. En la figura 8 se muestra un
esquema de la estrategia experimental.

El hospital administrd a los pacientes un tratamiento estandar para leucemia, el protocolo de
quimioterapia “Total XV modificado para su adaptacion a paises en vias de desarrollo”,
emitido por el St. Jude Children’s Research Hospital. Este tratamiento clasifica a los
pacientes segun el factor de riesgo mediante factores pronosticos como la edad, el recuento
leucocitario, la presencia de anormalidades citogenéticas, la presencia o ausencia de
enfermedad en el sistema nervioso central y el cariotipo al momento del diagnostico.

25



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Evaluacion de la concentracion de glutation reducido

Se determind la concentracion de glutation en su forma reducida en plasma. Mediante
espectrofotometria se cuantifica la formacion del aducto GSH-DTNB, (glutatién reducido-
5,5 -dithio-bis (2-&cido nitrobenzoico)) a 412 nm, este compuesto de coloracion amarilla
proporciona una estimacion de la cantidad de glutation reducido presente en la muestra; a
este ensayo se le conoce también como “ensayo de reciclamiento” y se describe a
continuacion (Rahman et al., 2007).

A partir de sangre total, se separ6 la fraccion de plasma centrifugando a 1000 xg durante 10
min a 4° C, posteriormente se tomaron 400 L de la region superior del plasma y se trasladé
a un tubo eppendorf afiadiendo el mismo volumen de &cido sulfosalicilico al 0.6%, esta
mezcla se centrifug6 a 8000 xg por 10 min a 4° C, posteriormente se recupera el sobrenadante
en un tubo eppendorf y se usa para el ensayo inmediatamente o se reserva a -80° C. El &cido
sulfosalicilico inhibe la actividad de la enzima glutation transferasa lo que previene la pérdida
de glutation reducido.

Se prepararon los estandares para construir una curva disolviendo 5 mg de glutation reducido
en 5 mL de buffer KPE (solucién stock), esta mezcla se puede preservar a -20° C. Al realizar
el ensayo se prepara la solucién de trabajo diluyendo la solucion stock 1:100 en buffer KPE
(solucién de trabajo 10 pg/mL), a partir de esta e inmediatamente previo al ensayo se
diluyeron 800 pL de la solucion de trabajo en 20 pL de buffer KPE obteniendo la
concentracion mas alta de glutation reducido 26.4 nM a partir de la cual se realizaron
diluciones seriadas hasta obtener 0.103 nM. Se utilizo el buffer KPE como blanco del ensayo.

El ensayo se llev a cabo en cajas de 96 pozos, en cada pozo se agregd 20 pL de buffer KPE
(16 mL de solucion A+84 mL de solucion By se ajust6 el pH a 7.5 con 0.327 g de EDTA).
El buffer KPE se prepara fresco cada vez. La solucion A contiene 6.8 g de KH2PO4 en 500
mL de H20, la solucion B contiene 8.5 g de K2HPO4 0 11.4g de KoHPO4-3H20 en 500 mL
de H2O (ambas soluciones pueden preservarse a 4 °C). Posteriormente se agregaron 20 pL
de los estandares o de muestra segun corresponda por duplicado, se recomienda utilizar s6lo
la mitad de la placa dado que se trata de un ensayo enzimatico. Después se agregaron 120 uL
de una mezcla de volumenes iguales de DTNB (2 mg de DTNB en 3 mL de KPE) y GR
glutation reductasa (40 pl de GR (250 unidades/mL) en 3 mL de KPE, mezcla sensible a la
luz), a los 30 seg se afiaden 60 pl de NADPH (2 mg de NADPH en 3 mL de KPE).
Inmediatamente se ley6 la absorbancia a 412 nm en un lector de microplacas tomando
lecturas cada 30 seg durante 2 min. La tasa de formacion del compuesto GSH-DTNB expresa
la cantidad de GSH la cual se calculé utilizando una regresién lineal a partir de los valores
obtenidos en la curva. Cada lectura por intervalo de tiempo genera una ecuacién de la que
posteriormente se grafican las pendientes para obtener una curva general. Los valores se
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expresaron en UM tras normalizar el valor de la concentracion de proteinas en plasma
mediante el método de Lowry el cual se describe més adelante.

7.2 Analisis de la actividad de la enzima Catalasa

La actividad enzimatica de la CAT se determind en eritrocitos mediante un ensayo de
colorimetria previamente reportado. Se basa en evaluar el consumo del peréxido de
hidrégeno, sustrato de dicha enzima el cual reduce a agua y oxigeno (reaccion 1) y su
disminucion se monitorea a 240 nm. La diferencia en la absorbancia por unidad de tiempo es
una medida de la actividad de la CAT. Los valores se expresan en unidades por gramo de
hemoglobina (U/g Hb) (Aebi H., 1984). El ensayo se describe a continuacion.

2H 0 ——— > 2H0+ 02 (1)

Se separ0 una fraccion de sangre total en un tubo Eppendorf de 2 mL y se realizaron 3 lavados
con NaCl al 0.1 % para obtener un concentrado eritrocitario al retirar el plasma y leucocitos
(la capa blanca intermedia entre el plasma y el paquete eritrocitario) mediante un aspirado
del sobrenadante.

Se realiz6 una dilucion de 200 uL del concentrado eritrocitario en 800 pL de H.O a 4° C para
lisar los eritrocitos, adicionalmente fueron sometidos a agitacion mecanica en vortex a su
maxima velocidad durante 2 min. Con el lisado celular obtenido se prepara una dilucion de
10 pL en 4990 pL de PBS (en mM): 16 de Na2HPO4, 137 de NaCl y 1.4 de NaH2PO4 pH
ajustado a 7.4 con HCI.

Para iniciar la reaccion, se utilizé una concentracién de 30 mM de H2O2 en PBS y en una
celda de cuarzo se adicionaron 350 pL de esta preparacion en 750 uL de la preparacion de
lisado celular y se midié la ABS a una longitud de onda de 240 nm en un espectrofotometro
Beckman DU-600 durante 60 seg en intervalos de 15 seg.

En la figura 9 se muestran los resultados de la estandarizacion del ensayo de actividad de
CAT. En el recuadro A se probaron concentraciones crecientes de H.O> registrando la
absorbancia a 240 nm para determinar la concentracion 6ptima, la cual se obtuvo entre ABS=
0.45-0-55. En el recuadro B, se muestra una curva representativa del consumo de H20- en el
ciclo de actividad de CAT durante 60 segundos.
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Figura 9. Estandarizacion del ensayo de la actividad de CAT con eritrocitos control. A) Absorbancias crecientes
de H202 a 240 nm para optimizar la actividad de CAT. Entre lineas punteadas absorbancia 6ptima usada en los
experimentos sucesivos (n=4). B) Curva del consumo de H2O, a 240 nm por la actividad de CAT (n=5).

7.3 Andlisis de la peroxidacion lipidica

Se determinaron los niveles de lipoperoxidacion en eritrocitos mediante la concentracion de
MDA, un producto final de la lipoperoxidacion puede reaccionar con el TBA (acido
tiobarbitarico) formando un complejo colorido cuya absorbancia puede detectarse a 532 nm
mediante espectrofotometria (Jain et al., 1989).

El ensayo se realiz6 en un concentrado de eritrocitos los cuales se obtuvieron mediante
lavados de un volumen de sangre total con una solucion de NaCl al 0.1 % en H.Oy
centrifugando cada vez a 3500 rpm durante 5 min, retirando el plasmay leucocitos. Se realiz6
una dilucion de 200 pL del concentrado de eritrocitos en 800 pL de PBS 10 mM, en g:
(8.1NaCl, 2.302 Na;HPO4, 0.194 NaH2PO4 aforando en 1 L de H>O y se ajusto el pH a 7.4)
y se adicionaron 0.025 pL de butil hidroxitolueno (BHT) en EtOH (88 mg de BHT en 10 mL
de etanol) mas 500 pL de &cido tricloroacético (TCA) al 30% en H20 se colocd en agitacion
con vortex entre la adicion de cada reactivo. Esta mezcla fue incubada en bafio de hielo
protegida de la luz durante 2 h y posteriormente sometida a centrifugaciéon 3000 RPM durante
15 min, el sobrenadante se recuperd en tubos de ensayo de cristal y se les adiciond 0.075 pL
de EDTA 0.1M en H>O méas 500 pL de TBA al 1% en NaOH 0.05 N y la mezcla fue agitada
en un vortex. La mezcla se incub6 en bafio maria a ebullicion durante 15 min semicubierta
para disminuir la pérdida de material por evaporacion y después se permitié enfriar para
finalmente leer la absorbancia a 532 y 600 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-600.
Se resto la absorbancia de 600 nm para disminuir la interferencia en el resultado debido a la
formacion de complejos no especificos. Los valores se expresan en nmol de MDA por mL
de eritrocitos utilizando el valor de hematocrito para calcular el volumen de células y el
coeficiente de extincion molar del complejo TBA-MDA 1.56x10° cm™®* M2,
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7.4 Ensayos de oxidacion in vitro

Se realizaron los ensayos de oxidacion in vitro en muestras de sangre de individuos
clinicamente sanos, se utilizd la técnica de lipoperoxidacion descrita. Posterior a la
separacion de eritrocitos, los concentrados eritrocitarios fueron incubados a diferentes
concentraciones y tiempos con los compuestos oxidantes descritos en la tabla 5.
Posteriormente a la incubacion, se realiz6 un lavado con bufer de fosfatos PBS 10 mM
centrifugando cada vez a 3500 RMP para retirar la solucién con oxidantes y proceder con los
pasos siguientes del ensayo de lipoperoxidacion.

Tabla 5. Condiciones para los ensayos de oxidacion in vitro

Reactivo oxidante Tiempo (min) Concentracion (mM)
Perdxido de hidrégeno H,0, 5 [0.5, 15]
Hidroperéxido de cumeno 60 [0.1,0.5, 15]
Menadiona 60 [0.1,0.25, 0.45]

7.5 Analisis de la Eriptosis y apoptosis leucocitaria por dafio oxidativo

Este ensayo es utilizado para la deteccion de la apoptosis en leucocitos y en eritrocitos
(eriptosis). Un evento caracteristico de la apoptosis es la externalizacion de la fosfatidilserina
(FS) desde el lado citosdlico hacia la superficie externa de la membrana plasmaética (Abed et
al., 2017; Lang et al., 2005). La anexina V-FITC es un conjugado proteina-fluoroforo que se
une a la FS con especificidad en presencia de CaCl. y dado que no es permeable a la
membrana Unicamente tiene la unién en la cara externa de las células. El conjugado anexina
V-FITC puede cuantificarse mediante citometria de flujo (Vermes et al., 2000).

Para el ensayo de eriptosis, se utiliz6 un concentrado de eritrocitos obtenidos a partir de
sangre total mediante 3 lavados con una solucion de NaCl al 0.1 % en H»O centrifugando
cada vez a 3500 rpm durante 5 min y se retir6 el sobrenadante de plasma y leucocitos. Se
realiz6 una dilucién de 10 pL de los eritrocitos en 4990 uL de bufer de fosfatos PBS 10 mM
y se transfirieron 200 puL de la mezcla de eritrocitos a un tubo eppendorf en el que se
realizaron 3 lavados con buffer de union para favorecer la unién con anexina V. El buffer de
unién tiene la siguiente composicion (mM): Hepes 10, NaCl 140, CaCL, 2.5y pH 7.4 con
NaOH. Posteriormente, 200 L de la suspension de eritrocitos y el bafer de union fueron
incubados con 1 pg/ pL de anexina V-FITC protegidos de la luz durante 5 min, cumplido
este tiempo el proceso de lavado con buffer de union 3 veces se repitio para retirar el exceso
del fluorocromo. Fueron analizados mediante citometria de flujo 20000 eventos en un
citobmetro de flujo marca Calibur. Los resultados se expresan como porcentaje de células
positivas al fluorocromo.

El ensayo para la deteccion de la apoptosis de leucocitos se realiz6 en sangre total mediante
un panel multiparamétrico para deteccién por citometria de flujo. En tubos eppendorf, se
incubaron 0.4 pL del fluorocromo (tabla 6) con 20 pL de sangre total protegidos de la luz
durante 20 min. Se prepard un buffer de lisis 10X para eritrocitos que contiene (en g/10 mL
H20): NH4CI 8, NaHCO3 0.84, EDTA disodico 0.37 (preservar a 4°C), al momento del
ensayo se ajusta la solucion a 1X. Se afadieron 200 pL del bafer de lisis a la mezcla
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incubando durante 20 min, posteriormente, se afiadieron 200 pL de buffer de uniény 1 pg/
puL de anexina V acoplado al fluoréforo FITC y 1 yL de yoduro de propidio y fueron
incubados protegidos de la luz durante 5 min. Se realizd lectura de 20000 eventos en un
citometro de flujo Fortessa.

Tabla 6. Fluorocromos para deteccion de leucocitos en apoptosis y necrosis.
Deteccion Fluorocromo

CD19 - linfocitos B APCCy7 (633-784 nm)
CD45 - leucocitos VB450

Anexina V - Apoptosis FITC (488-530 nm)
Yoduro de propipio - necrosis PECy7 (488-776 nm)

7.6 Analisis de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante total fue determinada mediante la formacion del radical cation
2,2'- azino-di (3-etilbenzotiazohin sulfonato (ABTS) debido a la accion de la
metamioglobina/H.O>. Este radical presenta una coloracion verde azulada que se cuantifica
en un espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm. La presencia de antioxidante en
la mezcla evita la formacion del radical y por ende de la coloracién, siendo ésta proporcional
a la actividad antioxidante. EI método utiliza el Trolox (un derivado sintético de la vitamina
E) como comparativo a la capacidad antioxidante de la muestra (Kambayashi et al., 2009).

El ensayo se realizé en plasma en una dilucion 1:25 en bufer de fosfatos PBS 10 mM pH 7.2
y fueron utilizadas cajas de 96 pozos. Se prepard un stock de trolox 2.56 mM en PBS que
puede preservarse a -80°C. Al momento del experimento se realizé una dilucion 1:10 para
obtener una concentracién de 256 UM y se construy6 una curva mediante diluciones seriadas
utilizando el PBS como blanco. En cada pozo se colocaron 90 puL de PBS, 50 pL de
mioglobina de bovino 4.5 pM, 20 puL de ABTS 3mM y 20 pL de la muestra o de las
diluciones de trolox. La reaccion se inicié con 20 puL de H202 250 uM en PBS y se leyd la
absorbancia a 600 nm en un lector de microplacas por 8 min. Los valores se expresan como
UM equivalentes de trolox y se obtienen utilizando una regresion lineal a partir de los valores
obtenidos en la curva.

7.7 Analisis de la actividad de la enzima glutation peroxidasa

La actividad de la enzima GPX se cuantifico en plasma (Paglia, D.E. and Valentine, 1967),
la isoforma predominante de GPX en plasma corresponde mayoritariamente a la 3 y cataliza
la siguiente reaccion:

ROOH + 2GSH ——— ROH + GSSG + H,O (1)

El consumo de NADPH (reaccion 2) se siguié mediante reacciones acopladas a una longitud
de onda de 340 nm mediante espectrofotometria, se consume por la glutation reductasa en la
siguiente reaccion:

H* + GSSG + NADPH ——2GSH + NADP* (2)
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El consumo de NADPH es proporcional a la formacion de GSH necesario para llevar a cabo
la reaccion 1 por la GPX, lo que proporciona una estimacion de su actividad, el ensayo se
describe a continuacion.

Las muestras de plasma fueron procesadas inmediatamente después de separarlas del paquete
eritrocitario o bien se mantuvieron preservadas a -80°C hasta su procesamiento. Durante todo
el ensayo tanto las soluciones como las muestras se mantuvieron en bafio de hielo y se
prepararon con H20O. Se rotularon tubos de ensayo y por duplicado se les agrego: 640 pL de
PBS (50 mM pH 7.0), 100 pL de glutation reducido (GSH 30 mM), 100 pL de NADPH (2
mM), 10 pL de glutation reductasa 100 U/mL, 100 pL de la muestra diluida 1:50 en PBS y
30 pL de azida de sodio para una concentracion final de 15 mM vy fue agitado en vortex. La
mezcla fue incubada durante 15 min a temperatura ambiente para permitir la conversion del
glutation oxidado a reducido y se registro la absorbancia del NADPH en una celda de cuarzo
a una longitud de onda de 340 nm en un espectrofotémetro. La absorbancia del NADPH debe
registrarse mayor a 1 (1-1.2) de manera equilibrada con la finalidad de evitar el agotamiento
del NADPH durante el ensayo, en caso contrario se agrego una cantidad del NADPH recién
preparado. Posteriormente se transfirio la mezcla del tubo de ensayo a la celda de cuarzo y
se inicio la reaccion afiadiendo 50 pL de hidroperdxido de cumeno (30 mM) mezclando con
la pipeta e inmediatamente se tomaron lecturas a 340 nm cada 30 seg durante 5 min en la
modalidad kinetics time. Los valores se expresan en unidades por litro de plasma, 1 unidad
se define como la cantidad de enzima que oxida a 1 pumol de NADPH a NADP+ por minuto
por mg de proteina. Los valores de proteina fueron estandarizados mediante el método de
Lowry. Se calcul6 el diferencial entre la absorbancia del NADPH a los diferentes tiempos
utilizando en coeficiente de extincién molar del NADPH 6.22 mM-1 cm-1.

* SL
* LLAB
GPX Bov

GPX Bov+Inh 5 mM

0.0 T T 1
0 100 200 300

Consumo de NADPH ABS (340 nm)

Tiempo (seg)

Figura 10. Experimentos representativos de la actividad de GPX en plasma evaluada mediante el consumo
de NADPH. (SL) plasma de un nifio sin leucemia, (LLAB) paciente con LLA-B, (GPX Bov) GPX purificada
de eritrocito de bovino y GPX purificada de eritrocito de bovino+inhibidor (iodoacetamida).

En ensayo de GPX se comprob6 usando diferentes condiciones. En la figura 10 se muestra
el grafico del consumo de NADPH a diferentes tiempos, el cual es inversamente proporcional
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a la actividad de la GPX; se usaron muestras de plasma de pacientes sanos y con leucemia, y
como control positivo la GPX purificada de eritrocitos de bovino y una concentracion de 5
mM de iodoacetamida como un inhibidor de GPX.

7.8 Analisis para evaluar las concentraciones de citocinas

Las concentraciones de citocinas TNFa, IL-6, IL-8 y SDF-1 fueron cuantificados mediante
la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) con Kkits comerciales
(Biolegend para TNF-alfa humano, IL-6, IL-8 e Invitrogen para quimiocina humana SDF-
1a). Esta técnica, es un inmunoensayo donde se utilizan reacciones antigeno-anticuerpo
enlazados a una enzima; al estar presente un substrato especifico de dicha enzima se puede
cuantificar su actividad, y de manera indirecta la citocina de interés, por espectrofotometria.
Las citocinas y las quimiocinas proinflamatorias se cuantificaron mediante la prueba ELISA
“Sandwich”. La absorbancia se midi6 a 450 nm en un lector de microplacas. Se prepar6 una
curva estandar trazando el valor de absorbancia de los estandares contra las concentraciones
correspondientes. La concentracion de la citocina en la muestra se determind extrapolando a
partir de la curva estandar (Al-Tonbary et al., 2009; Lopez-Vanegas et al., 2020).

7.9 Analisis de la concentracién de proteinas

Algunos de los ensayos previamente descritos, fueron ajustados de acuerdo con la
concentracion de proteina presente en la muestra, mediante el método de Lowry con
desoxicolato (Lowry O., Rosebrough A., Farr A.L., 1951).

Se prepararon las siguientes soluciones:

Solucion A: 10 g de Na.COs, 2 g de NaOH, 0.134 g de KNaC4H40s * 4 H>0, en 500 ml de
H20p. Solucion B: 0.125 g de CuSQO4 * 5H,0 en 25 mL de H20p. Desoxicolato de Na* al 1%
en H20p. Reactivo de Folin en una diluciéon 1:1 con agua desionizada. BSA (1mg/mL).
Solucion C: se prepara al momento de usar, 100 mL de solucion A con 1 mL de Sol. B.

Se utiliz6 un volumen de 5 pL de muestra en un tubo Eppendorf y se aforé a 800 pL, se
adicionaron 100 uL de desoxicolato, 2 mL de sol. C, y 100 uL de reactivo de Folin diluido,
se agitd en vortex y se incubd 15 min a temperatura ambiente y se midié la ABS a 750 nm
en un espectrofotdbmetro Beckman DU-600. La cantidad de proteinas en la muestra se estimo
interpolando los valores en una curva de calibracion que se construyé determinando la ABS,
de cantidades conocidas de albumina sérica bovina (BSA).

7.10 Concentraciones de vitaminaC y E.

Los ensayos de determinacion de la concentracion de vitaminas en plasma fueron realizados
en las instalaciones del HRAEB. Las concentraciones de Vit C fueron determinadas mediante
una técnica colorimétrica en kit comercial de la marca DRG (ENZ 4888). Las
concentraciones de Vit E se determinaron mediante HPLC.
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8. RESULTADOS

8.1 Poblacion de estudio

Se realizd un estudio clinico de seguimiento longitudinal y descriptivo, el protocolo se
conform6 con 92 nifios diagnosticados con leucemia, en diferentes fases de quimioterapia.
De los cuales fueron 51 nifios de edades de 9+4.5 y 41 nifias de edades de 10+5. Fallecieron
a la fecha final del estudio 20 pacientes de los cuales 12 eran nifios con LLA-B y 1 con LMA;
ademas de 6 nifias con LLA-B y 1 CrPh+.

De acuerdo con el riesgo los pacientes se clasificaron de la siguiente manera: 27 de riesgo
bajo y habitual, 59 de riesgo alto y 6 de riesgo muy alto.

En la clasificacion por fenotipo de leucemia se encontraron 70 pacientes diagnosticados con
leucemia linfoblastica aguda fenotipo LLA-B. 6 pacientes con LLA-B con expresion
mieloide aberrante, 4 LLA-B con presencia de cromosoma filadelfia, 8 leucemia
mielobléstica aguda, 4 leucemia linfoblastica fenotipo T. LLA-B 37 nifios y 33 nifias, LLA-
B exp LMA 3 nifios y 3 nifias, LLA-B CrPh+ 3 nifios y 1 nifia, LMA 5 nifios y 3 nifias y
LLA-T 3 nifios y 1 nifa.

39 pacientes tuvieron 3 0 mas etapas analizadas, 25 tuvieron 2 etapas y el resto (28) solo
tuvieron una etapa analizada por causas diferentes: paciente en remision, vigilancia, por
abandono de tratamiento, sin seguimiento, estado de gravedad critico o fallecimiento o bien
por recomendacion del consejo de oncopediatria.

29 se estudiaron en la etapa de diagnostico, 34 en induccidn, 27 en consolidacion, 49 en
mantenimiento, 41 recibieron co-tratamiento con antioxidantes, 14 recaidas y 7 fueron
analizados en etapa de vigilancia. De acuerdo con los resultados al momento en que se
concluyé este protocolo, el porcentaje de pacientes que tuvieron una evolucion clinica
favorable correspondio al 78%, en reportes con mayor nimero de nifios se ha indicado que
la tasa de supervivencia para el fenotipo LLA-B es superior al 90% no obstante esta tasa de
varia segun el subtipo (American Cancer Society, 2018).

Se administré a los nifios del protocolo de leucemia un co-tratamiento con vitaminas
antioxidantes C y E, 1 mes después de comenzar la fase del mantenimiento de quimioterapia
con una duracién de 4 semanas, de acuerdo con el peso y la talla se establecié una dosis de
acido ascorbico 100 mg/dia y alfa-tocoferol en dosis de 400 U.l/dia ambos administrados por
via oral.

Para establecer parametros de comparacién de los resultados del grupo de pacientes con
leucemia se obtuvieron muestras de sangre de 52 nifios y nifias sanos de edades similares
(9.4+3.3), de la misma region geografica y de condiciones socioecondmicas similares. Todos
fueron revisados por el equipo medico del laboratorio confirmando mediante exploracion e
historia clinica que se trato de nifios clinicamente sanos, ademas, ninguno de ellos se encontrd
bajo tratamiento farmacologico o con ingesta de vitaminas.
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Previo a la quimioterapia, se evaluaron las concentraciones de vitaminas C y E en plasma de
pacientes integrados al protocolo de estudio (figura 11). Segun lo reportado por la FAD en
2017, los valores optimos en plasma de estos micronutrientes son (sefialados en la figura
entre lineas punteadas transversales), para vitamina C (panel A) entre 12.5 y 20 mg/L, para
la vitamina E entre 5y 12 pg/mL (panel B). Los resultados obtenidos se presentan en graficos
de dispersion (media£DE). En el caso de la vitamina C el 31% de los nifios tuvo deficiencia;
en el caso de la vitamina E, todos los pacientes analizados presentaron deficiencia del
micronutriente.

No fue posible realizar el analisis posterior al tratamiento.
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Figura 11. Graficos de dispersion de la concentracion de vitaminas en plasma de nifios con leucemia previo
a la quimioterapia; mediatDE. A) Vitamina C. B) Vitamina E. Entre lineas punteadas (eje Y), valores
reportados como normales (FAD, 2017).

Con la finalidad de analizar el efecto tanto de la enfermedad, como de la quimioterapia en
diferentes fenotipos de leucemia y de las condiciones de los pacientes que fallecieron,
contrastamos todos los valores con los obtenidos en nifios sin leucemia (panel A). En la figura
se muestran los valores obtenidos para nifios SL, al diagnostico de LLAB (Dx LLAB),
durante las diferentes etapas de quimioterapia de LLAB (QTx LLAB), durante las diferentes
etapas de quimioterapia de otros fenotipos de leucemia (LLAT, LMA, CrPh+) (QTx otros F)
y de los pacientes que fallecieron (Fallecidos).

Posteriormente, para profundizar en el efecto de la quimioterapia Gnicamente en los nifios
diagnosticados con LLA-B, ademas de evaluar el resultado de la administracion del co-
tratamiento con vitaminas, estudiamos por separado cada fase del tratamiento, analizando a
los mismos pacientes en el cambio de MNT a MNT+VTx (panel B). En la figura se muestran
los valores obtenidos para nifios SL, con LLA-B durante la quimioterapia de induccion,
consolidacién y mantenimiento (IND, CONS y MNT), y en el seguimiento de los mismos
nifios que cursaron MNT y después el co-tratamiento con vitaminas MNT y MNT+VTX.
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8.2 Lipoperoxidacion

Al agrupar todas las fases de la quimioterapia, los nifios con LLA-B (QTx LLAB), a pesar
de la gran dispersion, presentaron una significativa (P<0.05) mayor lipoperoxidacion en
eritrocitos (concentracion de MDA) comparado con nifios SL (1.35+0.4 vs 1.2+0.1,
mediaxDE). No se encontraron diferencias en la lipoperoxidacion en el diagnostico de LLA-
B (Dx LLAB) (1.4£0.5), en otros fenotipos de leucemia (QTx otros F) (1.3£0.3) ni en
pacientes fallecidos (1.2+0.4) al compararlos con nifios SL (1.2+ 0.1) (figura 12A).
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Figura 12. Box plot de la lipoperoxidacion de eritrocitos en nifios con leucemia. Concentracion de MDA A)
En pacientes con LLA-B al dignéstico (Dx LLAB), quimioterapia total (QTx LLAB), quimioterapia total de
otros fenotipos de leucemia (QTx otros F), nifios que fallecieron y nifios SL. B) LLA-B en diferentes fases
de la quimioterapia (IND-induccion; CONS-consolidacion, MNT-mantenimiento y mantenimiento+co-
tratamiento con vitaminas MNT+VTX) y nifios SL. Seguimiento de los mismos nifios de MNT a MNT+VTx.
(n) indicada debajo de cada grupo. (+) media. * P<0.05 comparado con nifios SL segun Mann-Whitney.

Al dividir los resultados por fases de la quimioterapia, induccion (IND), consolidacion
(CONS), mantenimiento (MNT) Yy mantenimiento+co-tratamiento con vitaminas
(MNT+VTXx), s6lo se encontrd6 mayor lipoperoxidacion (P<0.05) en la fase de induccion
(1.4£0.3) comparada con nifios SL (1.2+0.1) (panel B). Las fases de MNT y MNT+VTx no
fueron estadisticamente diferentes a nifios SL (figura 12B).

Después de realizar los analisis de oxidacion en eritrocitos, con la finalidad de verificar
nuestro ensayo de lipoperoxidacion, se realizaron pruebas de oxidacién in vitro con H20:
como oxidante a diferentes concentraciones. Adicionalmente en este ensayo, se usé un
inhibidor de la enzima CAT para estimar su contribucion en la respuesta antioxidante en
eritrocitos (figura 13). Los resultados mostraron una discreta mayor lipoperoxidacion que no
fue significativa a una concentracion de 0.5 mM de oxidante y que ademas fue incubada con
el inhibidor de CAT. Cuando los eritrocitos fueron incubados con 15 mM de H2O; existe un
evidente dafio oxidativo, Gnicamente si CAT esta inhibida con azida de sodio (figura 13A).
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Ademas, se probaron otros oxidantes, menadiona e hidroperéxido de cumeno, en
concentraciones crecientes. La menadiona en concentraciones de 0.25 y 0.45 mM, produjo
valores de lipoperoxidacion arriba de 2 nmol/mL de eritrocitos sin ser estos significativos.
En el caso del hidroperdxido de cumeno, concentraciones de 0.5 y 15 mM generaron los
mayores valores de oxidacion (figura 13B). Los experimentos in vitro nos permitieron
comprobar la eficacia de nuestro ensayo en la deteccion de malondialdehido, producto de la
lipoperoxidacion. Ademas, del notable efecto protector de la CAT en eritrocitos contra el
H-O, a alta concentracion (15mM), asi como la participacion de otros elementos
antioxidantes a concentraciones menores (0.5mM).
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Figura 13. Oxidacion in vitro en eritrocitos. MDA en A) eritrocitos de nifios SL incubados con (+) o sin (-)
diferentes concentraciones de H,O. como agente oxidante (15 min) y azida de sodio NaNs para inhibir la
CAT. Lineas punteadas indican valores control en nifios SL. B) eritrocitos incubados con diferentes
concentraciones de menadiona o hidroperoxido de cumeno. mediatDE. (n) repeticiones del experimento
indicada debajo la figura. * p< 0.05 respecto al resto; #<0.05 vs sin oxidante. Segin ANOVA.

8.3 Actividad de Catalasa

En el primer andlisis de todos los fenotipos, la actividad de CAT en eritrocitos fue menor,
(P<0.05) tanto en los nifios con LLA-B al diagndstico (117+21), asi como en los grupos con
quimioterapia, QTx LLAB (114.5+21), QTx otros F (110+32) y de los nifios que fallecieron
(104+30) al compararlos con nifios SL (12949) (figura 14A).

Por otro lado, el grupo de nifios de LLA-B en todas las fases de QTx tuvieron menor actividad
de CAT (IND 115+23, CONS 112428 y MNT 116+14) comparados con nifios SL (129+9).
El co-tratamiento de antioxidantes causo que el seguimiento de nifios de MNT (116+14) a
MNT+VTx (126£13) tuviera un incremento significativo de la actividad de CAT,
recuperando valores similares a los de nifios SL (129+9) (figura 14B).
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Figura 14. Box plot de la actividad de catalasa en eritrocitos de nifios con leucemia. Actividad de CAT A)
En pacientes con LLA-B al diagnéstico (Dx LLAB), quimioterapia total (QTx LLAB), quimioterapia total
de otros fenotipos de leucemia (QTx otros F), nifios que fallecieron y nifios SL. B) LLA-B en diferentes fases
de la quimioterapia (IND-induccion; CONS-consolidacion, MNT-mantenimiento y mantenimiento+co-
tratamiento con vitaminas MNT+VTx) y nifios SL. Seguimiento de los mismos nifios de MNT a MNT+VTx.
(n) indicada debajo de cada grupo. (+) media. * P<0.05 comparado con SL, { <0.05 comparado con
MNT+VTx segin Mann-Whitney.

8.4 Actividad de Glutation peroxidasa

El anélisis general de la actividad de la GPX (figura 15A) en plasma de nifios con LLA-B al
diagnostico Dx LLAB (682+247) y en la quimioterapia QTx LLAB (712+285) asi como en
los nifios que fallecieron (883+499) fue menor (P<0.05) comparada con los nifios SL
(866+162). Contrario a estos hallazgos, en otros fenotipos de leucemia (QTx otros F), la
actividad de GPX fue mayor (1025+214) que en nifios SL y significativamente diferente a la
de QTx LLAB, sin embargo, se resalta que estos resultados fueron obtenidos en un grupo
pequefio (n=6).

Al evaluar la quimioterapia Unicamente de nifios con LLA-B, con excepcion de la fase de
CONS (699+286), el resto de las fases (IND, 744+359; MNT, 709+212; y MNT+VTX,
671+212) tuvieron una actividad de GPX significativamente menor (P<0.05) que los nifios
SL (866+162). En el seguimiento del co-tratamiento con antioxidantes de MNT y MNT+VTx
no hubo diferencias significativas, sin embargo los valores se mantuvieron menores a los
obtenidos en nifios SL (figura 15B).
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Figura 15. Box plot de la actividad de GPX en nifios con leucemia. Actividad de GPx3 en plasma A) De
pacientes con LLA-B al diagnostico (Dx LLAB), quimioterapia total (QTx LLAB), quimioterapia total de
otros fenotipos de leucemia (QTx otros F), nifios que fallecieron y nifios SL. B) LLA-B en diferentes fases
de la quimioterapia (IND-induccion; CONS-consolidacion, MNT-mantenimiento y mantenimiento+co-
tratamiento con vitaminas MNT+VTX) y nifios SL. Seguimiento de los mismos nifios de MNT a MNT+VTx.
(+) media. * P<0.05 comparados con SL, 1 <0.05 comparados con QTx LLAB segin Mann-Whitney.

8.5 Capacidad antioxidante total

El efecto acumulativo de los antioxidantes plasmaticos, enziméaticos y no enzimaticos se
estima mediante la capacidad antioxidante total (TAC) (en uM equivalentes de Trolox). El
estudio general de TAC, incluyendo el grupo de diagnéstico de LLA-B (205+22), los
distintos fenotipos de leucemia en quimioterapia (QTx LLAB, 189+55; QTx otros F, 207+58)
asi como los nifios que fallecieron (196+57) no tuvo diferencias al compararla con los
resultados de nifios SL (205+22) (figura 16A).

En el analisis de nifios con LLA-B en las distintas fases de la quimioterapia, la TAC exhibid
valores significativamente menores durante la fase IND (179+54) y en MNT+VTx (189+27)
comparado con el grupo de nifios SL. El co-tratamiento con vitaminas en el seguimiento de
los mismos nifios de MNT (191+43) y MNT+VTx presentd una disminucion significativa
(figura 16B).
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Figure 16. Box plot de la capacidad antioxidante total en nifios con leucemia. TAC en plasma A) En
pacientes con LLA-B al diagnostico (Dx LLAB), quimioterapia total (QTx LLAB), quimioterapia total de
otros fenotipos de leucemia (QTx otros F), nifios que fallecieron y nifios SL. B) De LLA-B en diferentes
fases de la quimioterapia (IND-induccion; CONS-consolidacién, MNT-mantenimiento y mantenimiento+co-
tratamiento con vitaminas MNT+VTX) y nifios SL. Seguimiento de los mismos nifios de MNT a MNT+VTx.
(n) indicada debajo de cada grupo. (+) media. * P<0.05 comparado con nifios SL y T <0.05 comparado con

MNT+VTx segin Mann-Whitney.

8.6 Glutation

La concentracion de glutation en plasma fue evaluada Unicamente en la quimioterapia de
mantenimiento, y fue menor (P<0.05) en MNT (16+12) y después del co-tratamiento con
vitaminas en MNT+VTx (19+14) al compararse con los nifios sin leucemia SL (55+31.5)
(figura 17). No se evalu0 este parametro en los nifios que fallecieron.

GSH (uM)

120

40 |

Figura 17. Box plot de las concentraciones de glutation reducido en nifios con LLA-B. Concentracion de
GSH en plasma en la etapa del mantenimiento (MNT), y mantenimiento+co-tratamiento con vitaminas
(MNT+VTX) y en nifios SL. (n) indicado debajo de cada grupo. (+) media. * P<0.05 comparado con nifios

SL segun Mann-Whitney.
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8.7 Apoptosis de leucocitos

La disminucion de la poblacion de leucocitos en las fases de quimioterapia no permitié
obtener suficientes resultados para generar conclusiones del proceso de apoptosis en estas
celulas. El reducido numero de leucocitos por volumen de muestra sanguinea impidio evaluar
este parametro de manera consistente, por lo que se presentan resultados representativos. En
la figura 18A se muestra un dot plot con la poblacion de leucocitos obtenido por citometria
de flujo mediante el marcaje con un anticuerpo especifico de leucocitos acoplado a un
fluoréforo (CD45/VB500), y el pardmetro de granularidad celular (side scatter). Dentro de
la region N se obtuvo la poblacion de células positivas para CD45, granulocitos, monocitos
y linfocitos By T resultando en un 81% del total. Fuera de la region N se registra la poblacion
de células negativas para CD45 (eritrocitos, plaquetas y detritus).

El porcentaje de la poblacion de leucocitos CD45+ obtenido en nifios SL fue de (81+12), el
cual resulté similar en el Dx (73), sin embargo, en la quimioterapia de IND (24+1) y MNT
(12+£12) fueron menores alrededor de un 75%. Los pacientes cursando quimioterapia (IND,
MNT) tuvieron menor porcentaje de la poblacion total de leucocitos (CD45+), ademas,
también reflejaron un mayor porcentaje de células externalizando fosfatidilserina (anexina
V+) en IND (28+40) y MNT (14+18), pero menor en el grupo de nifios SL (5£2) y en el Dx
(9+3). Los resultados de necrosis (ioduro de propidio +) en nifios SL fueron menores al 10%,
en el caso de pacientes en el Dx y quimioterapia fueron muy bajos, incluso no detectables
(figura 18B).
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Figura 18. Evaluacion de poblaciones de leucocitos totales y en apoptosis y necrosis en sangre total. A) Dot
plot representativo de conteo de leucocitos CD45+ y side scatter, de un nifio SL. Dentro de la region N se
encuentran las poblaciones de granulocitos, monocitos y linfocitos. Fuera de la region N, eritrocitos,
plaquetas y detritus. B) Box plot representativo de leucocitos en apoptosis y en necrosis de nifios con LLA-
B. Leucocitos totales (CD45), apoptosis (anexina V+) y necrosis (IP+). Nifios sin leucemia (SL), en
diagnostico (Dx) y en fases de la quimioterapia (IND induccion; MNT mantenimiento). (nimero de nifios
indicada debajo de cada grupo). valor no detectado (n/d).

8.8 Eriptosis
Al comparar la eriptosis en todos los fenotipos de leucemia con nifios SL (0.5+0.1) no
encontramos diferencias significativas en ninguna de las fases evaluadas, al Dx B-ALL
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(0.8£0.8), en la quimioterapia QTx LLA-B (0.8+0.8) y QTx otros F (0.6+£0.5) y en los
pacientes que fallecieron (1.2+1) (figura 19A).

En el analisis unicamente del grupo de nifios LLA-B en las fases de quimioterapia (figura
19B), el MNT+VTx (0.4+0.4) resulté en menor eriptosis al compararse con todas las fases
de la quimioterapia IND (0.9£0.9), CONS (0.8£0.7) y MNT (0.5+0.5). Los nifios que
recibieron antioxidantes en el seguimiento de la quimioterapia de MNT (0.4£0.4) a
MNT+VTx (0.5+0.5) tuvieron una disminucion significativa en la eriptosis; ademas, se
observé una mayor tendencia de este parametro (observada mediante el incremento en la DE)
en la induccion, comparada con los nifios sin leucemia aunque ésta no resultd
estadisticamente significativa, sin embargo, estos resultados se obtuvieron en un grupo
pequefio de nifios SL (n=9).
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Figure 19. Box plot del porcentaje de eriptosis en nifios con leucemia. Externalizacion de FS A) En pacientes
con LLA-B al diagnoéstico (Dx LLAB), quimioterapia total (QTx LLAB), quimioterapia total de otros
fenotipos de leucemia (QTx otros F), nifios fallecidos y nifios sin leucemia (SL). B) De LLA-B en diferentes
fases de la quimioterapia (IND-induccion; CONS-consolidacion, MNT-mantenimiento y mantenimiento+co-
tratamiento con vitaminas MNT+VTx) y nifios SL. Seguimiento de los mismos nifios de MNT a MNT+VTx.
(n) indicado debajo de cada grupo. (+) media. * P<0.05 comparado con nifios SL, T <0.05 comparado con
MNT+VTx segin Mann-Whitney.

8.9 Citocinas proinflamatorias

El estado proinflamatorio se evalué a través de las concentraciones de citocinas y
quimiocinas mostrados en la figura 20. La citocina TNF-a. en MNT+VTx (17+7) presento
diferencias estadisticas (P<0.05) comparadas con los resultados de nifios SL (10+6), estos
valores fueron mayores en un 50% que en nifios SL (figura 20A). Las concentraciones de
las otras citocinas IL-6 (HC 11+£5, MNT 107 y MNT+VTx 9+4); IL-8 (HC 8+£6, MNT 107
y MNT+VTx 946); y SDF-1 (HC 277137, MNT 277+234 and MNT+VTx 237+222) no
fueron estadisticamente diferentes que en los nifios SL (figura 20 B, C, y D).

41



>
o)
O

30 2
- 1 . T . 600

I = _ ary
£ - ) 2 £ 400+
= [S 3 =
g B = 124 a
£ 2 g 2 = .
a AR N
] ) +
£ o[ ol MY 5™ T O
10| + 7 (=]
i ?
o_ﬁ—'ﬁ_ D_ﬁﬁﬁ_ 0- 0-
n=17 17 17 =12 2 2 n=8 2 18 =11 23 22
v & & N & + v & + v & g
& & ‘&4\ ¥ & & ¥ & S & ‘\,\.4‘
S & & S

Figure 20. Box plot de las concentraciones en plasma de TNF-alpha (A), IL-6 (B), IL-8 (C) y SDF-1 (D) en
nifios con LLA-B. Concentracién de citocinas y quimiocinas en la etapa de mantenimiento (MNT), en
mantenimiento+co-tratamiento con vitaminas (MNT+VTXx) y en nifios sin leucemia (SL). (n) indicado debajo
de cada grupo (+) media. * P<0.05 comparado con nifios SL segin Mann-Whitney.

8.10 Correlaciones entre los efectos de la quimioterapia y el estatus antioxidante
Al realizar un analisis mediante correlaciones de los pardmetros evaluados, se encontrd en
los nifios con LLA-B una correlacion negativa entre la eriptosis y la actividad de CAT en las
fases de quimioterapia de IND y CONS con una r? = 0.0632 y 0.2243 y éstas fueron
significativas estadisticamente (P < 0.05) (figura 21 Ay B).
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Figura 21. Correlacion entre la actividad de catalasa y la eriptosis en eritrocitos de nifios con LLA-B en la
etapa de induccién (A) y consolidacion (B). Linea sélida=regresion lineal, limites de confianza =area
sombreada entre lineas punteadas, r=coeficiente de correlacién Pearson, P<0.05.

En eritrocitos de nifios con LLA-B, la actividad de CAT también present6 una correlacion
con la lipoperoxidacion de eritrocitos; en la fase de quimioterapia de CONS la correlacion
fue positiva con r>=0.3806 (P <0.05) y en MNT+VTx la correlacion entre estos mismos
parametros resultd negativa con r’=0.2568 (P = 0.05) (figura 22 Ay B).
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Figura 22. Correlacion entre la actividad de catalasa y la lipoperoxidacion en eritrocitos de pacientes con
LLA-B en la quimioterapia de consolidacién (A) y en la fase de mantenimiento+co-tratamiento con
vitaminas (B). Linea s6lida=regresion lineal, limites de confianza =4rea sombreada entre lineas punteadas,
r=coeficiente de correlacion Pearson, P<0.05

Los analisis de correlacion mostraron una asociacion significativa entre la TAC y la actividad
de GPX en plasma de nifios con LLA-B en las fases de quimioterapia de IND y CONS; en
los dos analisis estas correlaciones fueron positivas con una r?=0.2426 y 0.4502
respectivamente, ambas estadisticamente significativas (P <0.05) (figura 23A y B. En el
panel C de la figura 23 se muestra la relacion entre TAC y la citocina TNF-a en MNT+VTX
que resulto con correlacion negativa con una r’=0.4533 y una probabilidad P <0.05.
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Figura 23. Correlaciones en plasma de pacientes con LLA-B, entre la capacidad antioxidante total y la
actividad de GPX en la quimioterapia de fase de induccién (A) y en fase consolidacion (B). Correlacién entre
las concentraciones de TNF-o y la capacidad antioxidante total en la fase de mantenimiento+cotratamiento
con vitaminas (C). Linea sélida=regresion lineal, limites de confianza =area sombreada entre lineas
punteadas, r=coeficiente de correlacion Pearson, P<0.05.

9. DISCUSION

Diferentes tipos de cancer incluida la leucemia, se consideran enfermedades con
caracteristicas oxidativas (Udensi & Tchounwou, 2014; J. Zhang et al., 2018), asi como otras
patologias, incluidas las cronico degenerativas (Kim, Ha et al., 2015; Liguori et al., 2018),
metabolicas (Calderdn-Salinas et al., 2011), infecciosas (Alzoghaibi et al., 2014; Schwarz,
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1996) y causadas por toxicos (Aguilar-Dorado et al., 2014; Dobrakowski et al., 2017). Para
el estudio de estas enfermedades oxidativas se han implementado estrategias que utilizan
antioxidantes para proteger contra el dafio oxidativo (Gaman et al., 2014; Mantovani,
Maccio, Madeddu, Mura, Gramignano, Lusso, Massa, et al., 2003; Rendon-Ramirez et al.,
2014) y otros efectos toxicos inducidos por la enfermedad o su tratamiento (Chang et al.,
2007; Pace et al., 2010).

En el presente estudio evaluamos la defensa antioxidante, el dafio oxidativo y la apoptosis,
asi como la respuesta inflamatoria al diagnostico de leucemia y en diferentes fases de su
tratamiento. Y por lo previamente discutido, con interés en conocer el efecto sobre todos
estos parametros de la administracion de un co-tratamiento con antioxidantes exdgenos en
pacientes pediatricos.

Los resultados de los parametros de dafio oxidativo y de las enzimas antioxidantes
correspondientes a nifios clinicamente sanos, generalmente presentaron menos variacion
bioldgica que los nifios con leucemia. La variacion de dichos pardmetros en los nifios con
leucemia es atribuible a la enfermedad, la etapa del tratamiento y la respuesta y evolucion
del paciente, entre otros factores. Un estudio de seguimiento completo podria haber reducido
la variabilidad; sin embargo, no fue posible en todos los casos debido a complicaciones en la
logistica de coordinacion clinico-laboratorio.

9.1 Estrés oxidativo en el diagnostico

Se evalud la eriptosis y la lipoperoxidacién como indicador de estrés oxidativo sistémico
debido a que estudios previos han demostrado que los eritrocitos son un modelo adecuado
para evaluar el dicho pardmetro, ya que la eriptosis puede ser inducida por el estrés oxidativo
0 energético y la exposicion a farmacos (Aguilar-Dorado et al., 2014; Farag & Alagawany,
2018; Foller et al., 2008; Naz et al., 2013; Sopjani M., Foller M., Gulbins E., 2008).

En la fase de diagndstico, los eritrocitos de nifios con LLA-B no presentaron dafio oxidativo
evaluado por lipoperoxidacién; asi mismo, no se presentaron cambios en la TAC en plasma
ni cambios en los porcentajes de eriptosis al compararlos con los nifios clinicamente sanos.
Los resultados en los nifios con LLA-B sugieren que el insulto oxidativo ocasionado por la
leucemia fue insuficiente para superar la defensa antioxidante. La actividad de las enzimas
antioxidantes CAT y GPX en eritrocitos y plasma, respectivamente, fue 10% y 25% menor
en comparacion con su actividad en nifios clinicamente sanos; sin embargo, esta menor
actividad no afecto la TAC debido a que otras moléculas antioxidantes y enzimas pueden
compensar dicha deficiencia. Asi mismo, la notable redundancia de las enzimas implica que
reducir una actividad enzimaética particular no necesariamente reduce la funcion celular
global en la que participa; en trabajos anteriores de nuestro laboratorio, hemos descrito
mecanismos similares en los trabajadores expuestos a plomo, donde una reduccién notable
en la actividad de la enzima 5-ALAD no conduce al deterioro de la sintesis del grupo hemo
(Lopez-Vanegas et al., 2020).
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La menor actividad de GPX podria estar relacionada con cambios metabolicos ocurridos a lo
largo del desarrollo de la enfermedad, afectando la produccion de los cofactores necesarios
para su ciclo de actividad, tales como las concentraciones de NADPH, glutation o selenio.
En relacion con esto, en estudios realizados en nifios diagnosticados con LLA se han
encontrado menores concentraciones de selenio y glutation en comparacion con nifios sanos
(Rayman, 2005; Stjernfeldt et al., 1985).

La ausencia de un mayor porcentaje de eriptosis es consistente con el nivel de
lipoperoxidacion, el cual fue comparable con el de los nifios clinicamente sanos; a pesar de
que el estrés energético que puede generarse por deficiencias nutricionales derivadas de la
enfermedad puede causar eriptosis (Foller et al., 2008). Es importante mencionar que la
proporcion de eriptosis es un parametro dificil de evaluar ya que los macrdéfagos eliminan
constantemente las células apoptéticas mediante la actividad del sistema reticulo endotelial
(Borst et al., 2012). Por el contrario, un exceso de eritrocitos en apoptosis en la circulacion
se ha asociado con enfermedades renales o vasculares (Bonomini et al., 1999; Calderdn-
Salinas et al., 2011) lo que sugiere que a pesar del dafio oxidativo, se activan mecanismos
adaptativos que evitan el desarrollo de mayores dafios.

Otros estudios realizados en nifios con diferentes tipos de leucemia antes de la quimioterapia
han reportado resultados similares a los nuestros, no encontrando dafio oxidativo ni cambios
en las actividades antioxidantes a pesar de una mayor produccion de H2O> (Devi et al., 2000);
asi mismo, un estudio ha reportado concentraciones mas altas de O™ sin embargo, no se
evaluaron parametros de dafio oxidativo (Raber et al., 2019).

Por otro lado, el componente sanguineo utilizado para evaluar la lipoperoxidacion también
puede impactar en los resultados, con respecto a esto se ha encontrado cambios oxidativos
en plasma que no se han encontrado en eritrocitos; tal es el caso de estudios donde en
eritrocitos no fueron encontrados cambios en las concentraciones de tioles de no proteicos (8
nifios), pero en el plasma fue reportada mayor lipoperoxidacién y una menor concentracion
de los tioles no proteicos (10 nifios) (Battisti et al., 2008), lo que indica que existen
condiciones oxidativas en plasma que no afectan a los eritrocitos, probablemente debido a la
defensa antioxidante de eritrocitos (Cortese-krott & Shiva, 2019; Kuhn et al., 2017; Minetti,
M. and Malorni, 2006).

Los resultados sugieren una relacion inversa entre la actividad enzimatica y el dafio
oxidativo, lo que es consistente con reportes de otros autores que han referido dafio oxidativo
al diagnostico asociado con una menor respuesta antioxidante (TAC, CAT, GPX, SOD, GSH,
y VIT E) (Battisti et al., 2008; ben Mahmoud et al., 2017; Sentiirker et al., 1997). En
eritrocitos de nifios diagnosticados con LLA-B, se ha reportado un incremento en la actividad
de GPX de hasta tres veces mayor que el promedio en nifios sanos, evitando el dafio oxidativo
(Devi et al., 2000). Por el contrario, estudios en eritrocitos y linfocitos de nifios con LLA
donde se ha reportado desde el 30 al 50% de menor de actividad de CAT, se ha encontrado
dafo oxidativo en lipidos y proteinas (Battisti et al., 2008; Sentirker et al., 1997).
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En trabajos realizados en nifios con leucemia, los resultados de TAC no han sido consistentes,
dado que se han reportado valores sin cambios, similares a los nuestros (Papageorgiou et al.,
2005), asi como valores mayores (Naz et al., 2013) o menores, pero en dichos estudios no
incluyeron ninguna estimacién del dafio oxidativo (Krawczuk-Rybak et al., 2012; Mazor et
al., 2008).

En los pacientes que fallecieron, se analizaron los parametros oxidativos utilizando la tltima
muestra obtenida, y no encontramos diferencias significativas al compararlos con nifios
clinicamente sanos. En la mayoria de los casos, la Gltima muestra analizada de los pacientes
tenia un espacio de tiempo de méas de un mes antes de su fallecimiento. Cabe resaltar que
estos pacientes presentaron los valores méas bajos de la actividad de CAT y los porcentajes
mas altos de eriptosis, sin embargo, el grupo analizado no tuvo el tamafio suficiente para
conclusiones con validez estadistica.

Nuestros resultados indican que al diagndstico de la leucemia disminuye la actividad de
algunas enzimas del sistema antioxidante, sin modificar a la capacidad antioxidante total, por
lo que no se manifiesta el dafio oxidativo.

9.2 Estrés oxidativo y respuesta inflamatoria en las diferentes fases de la
guimioterapia

Un analisis que agrupé todas las fases de quimioterapia para evaluar el efecto general en
nifios diagnosticados con LLA-B y en otros fenotipos de leucemia, no mostroé diferencias en
lipoperoxidacion, CAT, TAC o eriptosis, a pesar de la diversidad de tratamientos
farmacoldgicos y perfiles metabdlicos particulares entre diferentes fenotipos (Fayh et al.,
2018; Kreitz et al., 2019). Unicamente la actividad de GPX fue mayor en el grupo de otros
fenotipos de leucemia, aunque para este parametro el nimero de nifios estudiado fue pequefio
(n=6). Estos resultados son comparables con hallazgos de otros estudios, donde se han
encontrado en parametros antioxidantes dependiendo del fenotipo de leucemia, tal es el caso
de una mayor actividad de SOD en la LLA (T y B) en comparacion con la LMA (Naz et al.,
2013).

Para profundizar en el efecto de la quimioterapia, se realiz6 un analisis comparativo antes
(Dx) y después del tratamiento (QTx) en nifios con LLA-B. No se encontraron diferencias en
el dafio oxidativo, en las defensas antioxidantes y la eriptosis, lo que indica que, con respecto
al diagnostico la quimioterapia no provocd mayor dafio oxidativo, a pesar de que esta se ha
relacionado con efectos adversos y oxidacion.

Comparamos el efecto total de la quimioterapia de todos los fenotipos de leucemia con los
resultados en nifios clinicamente sanos, y encontramos que los pacientes con LLA-B tienen
estrés oxidativo caracterizado por una mayor lipoperoxidacion y menor actividad de enzimas
antioxidantes (CAT y GPX) en la quimioterapia; de manera interesante, en el caso de los
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nifios diagnosticados con otros fenotipos de leucemia, el estrés oxidativo no se manifestd con
lipoperoxidacion, posiblemente debido a una mayor actividad de GPX y valores de TAC
similar a los de nifios clinicamente sanos, a pesar de una menor actividad de CAT. No
encontramos diferencias en ninguno de los fenotipos de leucemia con respecto a nifios
clinicamente sanos en la apoptosis de eritrocitos.

Cuando analizamos las diferentes fases de quimioterapia de manera individual (induccion,
consolidacién, y mantenimiento) en nifios con LLA-B, Unicamente en la fase de induccion
encontramos una mayor lipoperoxidacion, una menor TAC y menores actividades de CAT y
GPX, sin evidencia de cambios en la eriptosis ni en la concentracion de citocinas TNF-a, IL-
6, IL-8 y SDF-1. Estos resultados sugieren que particularmente en esta etapa la actividad del
sistema antioxidante fue insuficiente y se produjo el dafio oxidativo. Esta etapa de la
quimioterapia se ha asociado con otros factores que podrian estar involucrados, tales como
la condicidn clinica del paciente, el consumo de los antioxidantes enddgenos y el tratamiento
(dosis mas altas y combinaciones de medicamentos). Los medicamentos, particularmente
utilizados en la fase de induccién, como la daunorrubicina y la vincristina, pueden generar
ERO en una proporcion mas significativa (Papageorgiou et al., 2005; Sangeetha et al., 1990)
e inducen toxicidad por diferentes mecanismos (Raber et al., 2019) comprometiendo el
estado nutricional y provocando estrés energético.

El ambiente oxidativo puede conducir a modificaciones en la actividad de las proteinas
(Battisti et al., 2008; ben Mahmoud et al., 2017) lo cual podria estar involucrado en la menor
actividad de las enzimas antioxidantes CAT y GPX. Las altas concentraciones de O>" pueden
inhibir la actividad de CAT (Kono & Fridovich, 1982). Asi mismo, se ha reportado la
interaccion de NADPH a CAT, y aunque no es un cofactor esencial para su actividad brinda
proteccién contra una inactivacion mediada por altas concentraciones de su sustrato, H20-
(Diaz et al., 2012) concentracion de GSH comparada con la presente en los nifios sanos, 1o
cual podria relacionarse directamente con la menor actividad de la GPX, ya que tanto el
GSH como el NADPH, son necesarios para que la enzima cumpla su ciclo de actividad de
reduccion de los hidroperédxidos; dado que el glutation se sintetiza y libera principalmente en
el higado, la insuficiencia hepatica asociada a la leucemia podria explicar la baja
concentracion plasmatica de este tiol (Lu, 2014). Los niveles de NADPH podrian ser menores
por la condicidn nutricional y el estrés energético causado durante la quimioterapia, por lo
que este factor puede estar jugando un papel en la menor actividad de CAT y GPX. A su vez,
la menor actividad de CAT y GPX puede afectar la respuesta TAC, lo cual es consistente con
otros reportes donde la TAC ha sido menor (Krawczuk-Rybak et al., 2012; Mazor et al.,
2008; Naz et al., 2013; Papageorgiou et al., 2005). Se ha propuesto que durante la
quimioterapia de la leucemia, tanto las concentraciones de ERO como los productos de
lipoperoxidacion pueden disminuir las concentraciones de antioxidantes en plasma (Al-
Tonbary et al., 2011).

En los nifios con LLA-B en quimioterapia no encontramos diferencias en el porcentaje de
eriptosis comparado con los nifios clinicamente sanos, resultados contrarios a los que
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esperabamos, ya que una mayor lipoperoxidacion esta asociada con mayor eriptosis, tal como
se ha demostrado en otras enfermedades en trabajos previos de nuestro laboratorio (Aguilar-
Dorado et al., 2014; Calderon-Salinas et al., 2011; Quintanar-Escorza et al., 2010). Sin
embargo, en los nifios con LLA-B en quimioterapia encontramos una tendencia de un mayor
porcentaje de eriptosis y un incremento en la variabilidad con respecto a los nifios
clinicamente sanos, sugiriendo una mayor agresion oxidativa. Sin embargo, es posible que
los valores de lipoperoxidacion encontrados no fueron suficientes para activar los
mecanismos de transduccion de sefiales que conducen a la eriptosis. En relacion con esto, se
debe resaltar que en nuestro estudio, el nivel mas alto de lipoperoxidacion encontrado es
relativamente bajo en comparacion con otros informes (Al-Gayyar et al., 2007; Al-Tonbary
etal., 2011).

Nuestros resultados de apoptosis de leucocitos no fueron concluyentes debido a
complicaciones por el limitado volumen obtenido en las muestras de sangre; ademas, en la
quimioterapia el porcentaje de la poblacion de leucocitos se reduce dréasticamente, lo cual es
esperado debido al efecto del tratamiento.

En las etapas de induccion y mantenimiento encontramos que el porcentaje de la poblacion
de leucocitos (CD45+) fue menor entre un 70 y un 85% respectivamente comparado con el
de nifios sanos. Ademas, en la quimioterapia una cantidad importante del porcentaje de
leucocitos (hasta un 60%) se encontr6 en apoptosis (anexina V+). Esto ha sido reportado en
otros trabajo donde han encontrado porcentajes de apoptosis hasta del 55% a la quimioterapia
y del 88% tras 5 semanas de quimioterapia en estudios en linfocitos de nifios con LLA
aungue, los resultados no fueron comparados con ningun grupo de referencia(Al-Tonbary et
al., 2011).

Al estudiar las concentracién de citocinas y quimiocinas en los nifios con LLA-B en la fase
de mantenimiento, la ausencia de cambios en su concentracion sugiere que no existen
condiciones inflamatorias, debido posiblemente a una respuesta positiva al tratamiento.
Consistente con nuestros resultados, se han reportado niveles de TNF-a en nifios con LLA
sin diferencias en la quimioterapia o después de la administracion de N-acetilcisteina y
vitamina E (Al-Tonbary et al., 2009). Cabe resaltar que otros estudios realizados en nifios
con LLA donde han indicado que una alta concentracion de IL-8 en el liquido cefalorraquideo
y una alta expresion de I1L-8 y el receptor de SDF-1 en la médula 6sea se han asociado con
el desarrollo de sintomas severos (fatiga, dolor y nduseas) y con riesgos clinicos asociados a
recaida, respectivamente (Hockenberry et al., 2019; Wu et al., 2006). Otra posibilidad de la
ausencia de cambio en la concentracién de citocinas es que los medicamentos usados limiten
su produccion como se ha documentado para el metotrexato y los esteroides (Friedman &
Cronstein, 2019; Samuel et al., 2017).

En la quimioterapia, la actividad de CAT presentd una correlacion negativa con el porcentaje
de eriptosis, asi como también una correlacion positiva con la lipoperoxidacion, sugiriendo
un papel importante de esta enzima en la respuesta ante el estrés oxidativo. Por otro lado, en
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plasma también se encontré una correlacion positiva entre la TAC y la actividad de GPX
subrayando la importante participacion de esta enzima en la respuesta antioxidante total.

Resumiendo lo discutido con respecto a la quimioterapia, los resultados evidenciaron que el
tratamiento en la etapa de induccion constituye un importante insulto oxidante dado que se
encontré dafio oxidativo y una menor actividad antioxidante con respecto a nifios sanos; en
contraste con las fases de consolidacion y mantenimiento, no se encontré dafio oxidativo,
esto probablemente debido a una respuesta compensatoria del sistema de defensa
antioxidante o a una menor agresion oxidativa.

9.3 Estrés oxidativo y respuesta inflamatoria tras el co-tratamiento con
antioxidantes

En este trabajo, los nifios con LLA-B recibieron un co-tratamiento con antioxidantes durante
30 dias, el cual consistié en la administracion de alfa-tocoferol y acido ascérbico; se ha
reportado que este co-tratamiento puede producir un efecto antioxidante sinérgico,
protegiendo contra la oxidacién de lipidos y reduciendo el estrés oxidativo, tal como se ha
demostrado en trabajos previos de nuestro laboratorio y por otros autores (Du et al., 2012;
Renddén-Ramirez et al., 2014; Samoylenko et al., 2013).

Aunque el co-tratamiento con antioxidantes administrado a los nifios con LLA-B utilizado
en este estudio se considera seguro, decidimos administrar el tratamiento con antioxidantes
en una etapa avanzada de mantenimiento para reducir los posibles efectos de quimio-
resistencia, como algunos autores han sefialado (D’ Andrea, 2005; Lawenda et al., 2008); sin
embargo, estos sefialamientos se han debatido y se han utilizado tratamientos antioxidantes
en diferentes fases de la quimioterapia en leucemia y otros tipos de cancer (Al-Tonbary et
al., 2009; Mantovani et al., 2003; Sanusi, 2019).

En nuestro trabajo los nifios con LLA-B que recibieron el co-tratamiento con vitaminas
mantuvieron niveles de oxidacion similares a los encontrados en nifios clinicamente sanos,
sin embargo, este efecto no puede atribuirse totalmente a los antioxidantes administrados,
debido a que los niveles de lipoperoxidacion ya eran similares a los de nifios sanos desde
etapas previas de la quimioterapia (CNS y MNT). No obstante, cabe resaltar que en otros
trabajos en nifios con LLA sin un co-tratamiento con antioxidantes, se ha reportado que en la
fase de quimioterapia de mantenimiento y sin actividad de la enfermedad han encontrado una
mayor oxidacién de lipidos en plasma sugiriendo la persistencia y propagacion del dafio
oxidativo (Battisti et al., 2008), hecho que no fue detectado en los nifios de nuestro estudio.

Adicionalmente, en el co-tratamiento con antioxidantes disminuy6 la TAC presente en MINT,
lo que sugiere que el insulto oxidativo persiste y consume los sistemas antioxidantes de TAC,
posiblemente afectando a algunos de sus componentes. Tal fue el caso de la concentracion
de GSH vy la actividad de GPX, los cuales fueron menores en comparacion con nifios
clinicamente sanos. Con respecto a los niveles de glutation nuestros resultados coinciden con
otros reportes que han indicado que diferentes farmacos de quimioterapia utilizados en la
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fase de MNT, como el metrotexato, pueden causar una menor concentracion de GSH debido
a su utilizacion en mecanismos de desintoxicacion (Loe et al., 1998; Sodani et al., 2012;
Zaman et al., 1995).

Contrario a lo encontrado en GPX, la actividad de CAT en eritrocitos de nifios con LLA-B
tras el co-tratamiento con antioxidantes, fue mayor que en MNT, y recuper0 valores similares
a los observados en nifios sanos, posiblemente indicando que la agresion oxidativa es
considerable, y que el aumento de la actividad de CAT responderia a la menor actividad de
GPX y a la menor concentracion de GSH. CAT y GPX reducen el H2O. con diferentes
afinidades y velocidades; GPX puede estar activo a bajas concentraciones de H»>O, sin
embargo, requiere GSH como cofactor por lo que una baja concentracion de dicho cofactor
compromete su actividad (Nagababu et al., 2003). Por otro lado, las altas concentraciones de
H>0> pueden inducir la expresion de CAT (Glorieux et al., 2015; Réhrdanz E. and Kahl R.,
1998), la cual no requiere GSH en su ciclo de actividad, lo que sugiere que el aumento de su
actividad forma parte de un mecanismo adaptativo.

El co-tratamiento con antioxidantes redujo el porcentaje de eriptosis en nifios con LLA-B en
la quimioterapia de mantenimiento, y alcanzé valores ain mas bajos que los de los nifios
clinicamente sanos, sugiriendo que la suplementacion con los antioxidantes ejercié un efecto
protector en los eritrocitos. La capacidad antioxidante de las vitaminas aunada a la mayor
actividad de CAT encontrada en esta etapa pudieron contribuir en la reduccién del estrés
oxidativo del eritrocito, disminuyendo la eriptosis, tal como se ha reportado en otras
patologias (Calderon-Salinas et al., 2011; Foller et al., 2008).

Es notable que en la quimioterapia encontramos una correlacion positiva entre la actividad
de CAT vy la lipoperoxidacion, sin embargo, tras el co-tratamiento con antioxidantes, la
correlacion fue negativa, consistente con la falta de eventos oxidativos en esta fase.

La concentracion de TNF-a fue mayor en el co-tratamiento con antioxidantes que en nifios
clinicamente sanos, lo que podria explicarse por una mayor capacidad de respuesta
inmunoldgica. Considerando la estrecha relacion del desarrollo de estrés oxidativo con el
desarrollo de estrés inflamatorio (Ganesh Yerra et al., 2013), la ausencia de condiciones
oxidativas durante el co-tratamiento con antioxidantes, podria tener relacion con la menor
concentracion de citocinas proinflamatorias encontradas. Otra posibilidad, es que la mayor
concentracion de TNF-a no tenga un impacto fisioldgico importante, ya que los niveles
encontrados no son tan elevados como los reportados en otras enfermedades proinflamatorias
(Ma et al., 2017; Noori et al., 2017). Un andlisis de correlacion realizado después de
administrar el co-tratamiento sugirio que la TAC podria contribuir en disminuir las
concentraciones de TNF-a, evidenciado por la correlacion negativa entre esta citocina y la
capacidad antioxidante total.

La comparacion de citocinas IL-6, IL-8 y SDF-1 no mostr6 diferencias antes y después del
co-tratamiento con vitaminas antioxidantes; altas concentraciones de estas citocinas se han
relacionado con un prondstico adverso de la enfermedad como recaidas, hechos que no
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fueron encontrados (Hockenberry et al., 2019; Sharma et al., 2020; Wu et al., 2006; X. Zhou
etal., 2017).

El co-tratamiento antioxidante contribuyé en un efecto protector a los eritrocitos y en
conjunto con la mayor actividad enzimatica de catalasa se evitd el proceso de dafio y
apoptosis reflejando una probable ausencia de estrés oxidativo sistémico. Por lo anterior,
nuestro estudio sugiere un posible efecto benéfico de la administracion de antioxidantes
exogenos en nifios diagnosticados con leucemia en la etapa final de la quimioterapia.

10. CONCLUSIONES

Nuestros resultados mostraron que los nifios con LLA-B al diagndstico presentaron menor
actividad enzimatica antioxidante (CAT y GPX) sin evidencia de dafio oxidativo comparado
con los nifios clinicamente sanos, lo que sugiere que en la ventana de tiempo estudiada se
desarroll6 una respuesta antioxidante dindmica capaz de responder con otros mecanismos
antioxidantes (TAC).

La fase de induccidn de la quimioterapia afecto la capacidad antioxidante total (menor TAC),
y se produjo el dafio oxidativo (mayor lipoperoxidacion en eritrocitos), posiblemente debido
a la mayor toxicidad y oxidacion producido por la combinacion farmacos utilizados en esta
fase. No se observaron diferencias en la actividad de las enzimas antioxidantes (CAT y GPX)
ni en la eriptosis comparadas con los encontrados al diagndstico.

La enfermedad cursa con estrés oxidativo, y la condicion oxidante se genera principalmente
en la etapa de induccién de la quimioterapia. Durante la evolucién de la enfermedad y el
tratamiento, es posible que mecanismos adaptativos de la respuesta antioxidante que pueden
evitar el dafio oxidativo en CONS y MNT. En nuestro estudio, los pacientes evaluados
progresaron hacia la remision de la enfermedad, lo que sugiere que tanto el tratamiento como
la respuesta clinica resultaron eficientes.

En la dosis utilizada y la duracion de tiempo que fue administrado el co-tratamiento con
antioxidantes, produjo un efecto protector en los eritrocitos del dafio oxidativo reduciendo el
porcentaje de eriptosis. Es posible que el efecto de los antioxidantes puede relacionarse con
la recuperacién de la actividad enzimatica de CAT a un nivel similar al de los nifios
clinicamente sanos. El co-tratamiento con antioxidantes no tuvo efecto sobre las
concentraciones de glutation ni en las concentraciones de citocinas proinflamatorias.

Los resultados de todos los parametros evaluados por etapas se resumen graficamente en la
figura 24.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el co-tratamiento con
antioxidantes (vitamina C y E) administrados en la etapa de mantenimiento de la
quimioterapia a nifios con LLA-B, puede reducir algunos de los efectos oxidativos de la
guimioterapia e incrementar la respuesta antioxidante.
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Figura 24. Resumen de resultados. A) mapa de calor cuadriculado mostrando los cambios de los parametros
estudiados respecto a los obtenidos en nifios clinicamente sanos en las diferentes etapas (Dx-diagndstico;
IND-induccion; CONS-consolidacion; MNT-mantenimiento y MNT+VTx-cotratamiento con antioxidantes)
(rojo, efecto mayor, blanco sin efecto y azul efecto menor). GSH, TNF-qa, IL-6, IL-8 y SDF-1 Unicamente
fueron evaluados en dos etapas MNT y MNT+VTx. B) Comparacion de los cambios encontrados en el co-
tratamiento con antioxidantes MNT+VTx con respecto al mantenimiento MNT.
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11. PERSPECTIVAS

En los trabajos realizados en pacientes pediatricos resulta complicado evaluar diversos
parametros dadas las limitaciones en la cantidad de muestra de sangre obtenida. Por lo que
complementar la informacion de este trabajo con la respuesta de otras enzimas antioxidantes
brindaria mayor oportunidad de realizar conclusiones del estado antioxidante:

Para ello se evaluaria la actividad de SOD en eritrocitos

El glutation es un componente muy importante en la capacidad antioxidante total, por lo que
seria conveniente analizar la concentracion de glutation en la etapa del diagndstico.

Con base en los resultados obtenidos de la citocina SDF-1 seria importante estudiar las
concentraciones del receptor de SDF-1 CXCR4 en células nucleadas y correlacionarlo con
las concentraciones de SDF-1 en eventos de recaida.

Las células afectadas principalmente por la LLA-B son los linfocitos, la informacion obtenida
que brindaria realizar los estudios de defensas antioxidantes en estas células complementaria
el panorama del estatus antioxidante, ademas en células nucleadas podrian evaluarse la
activacion del factor de transcripcion nuclear NRF2, y relacionarlo con la respuesta
antioxidante.

Los resultados positivos obtenidos en este trabajo en la respuesta antioxidante podrian
reforzar la idea de administrar el co-tratamiento durante un tiempo mas largo.
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