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“Nada en la vida es para ser temido, es solo para ser comprendido. Ahora es el momento

de entender mas, de modo que podamos temer menos”

Marie Curie
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RESUMEN

La leucemia, es una de las enfermedades con mas relevancia en el desarrollo de nuevas
terapias con enfoque epigenético. El uso combinado de la terapia epigenética y quimioterapia
ha logrado sinergizar los efectos de la quimioterapia, y disminuir la resistencia a los
tratamientos. Sin embargo, ain se desconocen todos los mecanismos de accion de los
farmacos epigenéticos, sus efectos a largo alcance y su toxicidad puede ser equiparable a la
de la quimioterapia, por lo que la busqueda de terapias alternativas sigue siendo una
prioridad. En ese sentido, los péptidos antimicrobianos de plantas representan una atractiva
alternativa debido a su actividad citotoxica en células cancerosas. En este trabajo se evalud
la citotoxicidad del péptido PaDef, de aguacate nativo mexicano (Persea americana var.
drymifolia) en la linea de leucemia Jurkat, se determin6 su mecanismo de accion y la relacion
de su citotoxicidad con modificaciones epigenéticas. PaDef (ICs50=47.3uM) indujo la muerte
celular a través de apoptosis dependiente de las caspasas e increment6 la expresion de genes
proapoptdticos de la familia Bel-2 (Bax y Bik); increment6 la produccion de ROS y la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial. Interesantemente, la inhibicion de las caspasas no
revirtio el efecto, sugiriendo que existen otros mecanismos de muerte independientes de
caspasas. Por otro lado, PaDef increment6 la acetilacion global de la histona 3 y la marca
H3K9Ac. Este efecto correlaciond con una reduccion en la actividad de HDACs. Un analisis
in silico mostr6 que PaDef interactia con HDACs de clase I con energias libres de afinidad
superiores a los inhibidores reportados (TSA, NaB). Ademas, PaDef aument6 las marcas de
H3K9me2 y H3K9me3. Por otro lado, el efecto citotoxico de la defensina y-tionina en las
lineas celulares K-562 y Jurkat (Flores-Alvarez, 2018), se asocia también a modificaciones
epigenéticas. Se observaron incrementos en las marcas de acetilacion global, H3K9Ac,
H3K9me2 y H3K9me3. En conjunto, los resultados sugieren que el efecto citotdxico de y-
tionina y PaDef estan asociados a la modulacion epigenética de la Histona 3. Estos son los
primeros reportes de defensinas de plantas con actividad epigenética relacionada al efecto

citotoxico en células de leucemia.

Palabras clave: Leucemia, apoptosis, epigenética, defensinas, péptidos antimicrobianos
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ABSTRACT

Leukemia is one of the most relevant diseases in the development of new therapies with an
epigenetic approach. The combined use of epigenetic therapy and chemotherapy has
managed to synergize the effects of chemotherapy and reduce resistance to treatments.
However, the mechanisms of action of epigenetic drugs, their long-range effects and their
toxicity may be comparable to that of chemotherapy are still unknown, so the search for
alternative therapies continues to be a priority. In that sense, plant antimicrobial peptides
represent an attractive alternative due to their cytotoxic activity in cancer cells. In this work,
the cytotoxicity of the PaDef peptide from native Mexican avocado (Persea americana var.
drymifolia) was evaluated in the Jurkat leukemia line, its mechanism of action and the
relationship of its cytotoxicity with epigenetic modifications were determined. PaDef
(IC50=47.3uM) induced cell death through caspase-dependent apoptosis and increased the
expression of proapoptotic genes of the Bcl-2 family (Bax and Bik); it increased ROS
production and loss of mitochondrial membrane potential. Interestingly, inhibition of
caspases did not reverse the effect, suggesting that other caspase-independent death
mechanisms exist. On the other hand, PaDef increased global histone 3 acetylation and the
H3K9Ac mark. This effect correlated with a reduction in HDACs activity. An in silico
analysis showed that PaDef interacts with class I HDACs with higher affinity free energies
than reported inhibitors (TSA, NaB). In addition, PaDef increased H3K9me2 and H3K9me3
labeling. On the other hand, the cytotoxic effect of y-thionine defensin in K-562 and Jurkat
cell lines (Flores-Alvarez, 2018), is also associated with epigenetic modifications. Increases
in global acetylation marks, H3K9Ac, H3K9me2 and H3K9me3 were observed. Taken
together, the results suggest that the cytotoxic effect of y-thionine and PaDef are associated
with epigenetic modulation of Histone 3. These are the first reports of plant defensins with

epigenetic activity related to cytotoxic effect in leukemia cells.

Keywords: leukemia, apoptosis, epigenetics, defensins, antimicrobial peptides.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer
En el afio 2019 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) report6 que el cancer representd
la primera o segunda causa de muerte para personas menores de 70 afios en 112 de los 183
paises. Ademas, se estima que 1 de cada 5 personas desarrollard cancer durante su vida. Por
otro lado, en el afio 2020, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
International Agency for Research on Cancer) reportd 19.3 millones de casos de cancer a
nivel mundial y 10 millones de defunciones por esta causa (Sung et al., 2021), y se prevé que
para el afio 2040 se produzcan alrededor de 28.4 millones de nuevos casos de cancer. Esto
representa un incremento del 47% con respecto al reporte del afio 2020, suponiendo que las
tasas nacionales estimadas se mantengan constantes. Los principales factores que impulsan
el incremento de casos por afio son: el envejecimiento de la poblacion, una mayor

prevalencia de factores de riesgo y los factores socioeconomicos (Sung et al., 2021).

El cancer se define como un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una
proliferacion descontrolada de las células y se puede presentar en casi cualquier 6rgano o
tejido del cuerpo (OMS). El desarrollo de esta enfermedad surge de la acumulacion de
mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas que le permiten a las células sobrevivir,

proliferar e invadir zonas adyacentes (Graham & Sottoriva, 2017).

De manera mas especifica, se han descrito diversas caracteristicas distintivas del desarrollo
y mantenimiento de esta enfermedad (Fig. 1):
1) Mantener la sefializacion proliferativa, las células cancerosas tienen exacerbada la
produccion y liberacion de sefiales que promueven el crecimiento y la proliferacion.
2) Evadir los supresores de tumores, que comprenden moléculas que regulan
negativamente la proliferacion celular, su evasion permite a las células cancerosas
mantener el estado proliferativo.
3) Resistir a la muerte celular, las células cancerosas desarrollan estrategias para limitar

o evadir la muerte.
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4) Inmortalidad replicativa, las células cancerosas deben superar la senescencia celular
que las lleve a frenar la replicacion y finalmente las conduzca a la muerte.

5) Induccién de angiogénesis, las sefiales proangiogénicas aberrantes en las células
cancerosas aportan el sustento de nutrientes y oxigeno que requiere el ambiente
tumoral.

6) Activar la invasion y metastasis.

7) Reprogramacion del metabolismo energético, que les permita respaldar la demanda
de mayor energia para el crecimiento y proliferacion continuas y algunas otras
caracteristicas neoplasicas.

8) Evasion de la destruccion de células cancerosas por parte del sistema inmune, al
deshabilitar los componentes del sistema inmune para ser eliminadas.

9) Inestabilidad y mutacion del genoma, que son clave para el inicio y desarrollo del
cancer.

10) Inflamacién, un ambiente proinflamatorio en el tumor puede suministrar moléculas
bioactivas que favorezcan el crecimiento y mantenimiento del tumor (Hanahan &

Weinberg, 2011).

Por otro lado, el avance en el conocimiento de esta enfermedad ha permitido proponer
algunas otras caracteristicas como parte del desarrollo y mantenimiento de la
enfermedad:

11) Desbloqueo de la plasticidad fenotipica, esto indica la pérdida de diferenciacion, que

3

le confiere “ventajas” a las células cancerosas; por ejemplo, permite a la célula
mantener un estado de proliferacion activo, ayuda a evadir la senescencia celular y
puede conferir ventajas en el proceso de metastasis.

12) Reprogramacion epigenética, el microambiente tumoral aberrante puede generar
cambios en el epigenoma que favorezcan el crecimiento clonal de las células
cancerosas.

13) Microbiomas polimoérficos, ahora se sabe que la relacion que existe entre la
microbiota y nuestro organismo puede tener consecuencias en el estado de salud-

enfermedad, tal es el caso del cancer de colon en el que se sospecha que el

microbioma puede participar en el desarrollo y patogénesis de dicha enfermedad.

_4-
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Adicionalmente se han caracterizado diversos ambientes tumorales en los que se han
localizado bacterias en el interior, y finalmente.

14) Senescencia celular, esta caracteristica se ha visto como una proteccion contra la
formacion de células cancerosas; sin embargo, bajo ciertas circunstancias las células

senescentes pueden estimular el desarrollo y progresion del cancer (Hanahan, 2022).

Estas caracteristicas en el desarrollo y el mantenimiento del cancer se pueden observar

de manera general en los multiples tipos de cancer.

Evadir a los
supresores de
tumores

Senalizacion
proliferativa

Plasticidad

fenonpxca
Reprogramacion
del metabolismo
energético

Resistencia a la
muerte celular

Reprogramacion
epigenética

Evasion de la
destruccion por el
sistema inmune

Inmortalidad
replicativa

Inestabilidad y Promocion de la

mutacion del siittaiiaaitn
genoma
Células Microbiomas
senescentes polimorficos
Induccion de la Activacion de la
angiogénesis HIYasIan. ¥
metastasis

Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer. La ilustracion recopila las caracteristicas que
retnen todas las células de los diversos tipos de cancer, para su desarrollo y mantenimiento.
Adaptado de Hanahan, 2022.
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Existen diversas formas de clasificar el cancer, entre ellas la OMS los clasifica a través de

sus caracteristicas citologicas, morfologicas y estructurales; ademas, se asigna un grado de
acuerdo al nivel de diferenciacion celular. Por otra parte, también pueden clasificarse de
acuerdo a su estadio, esto indica el grado de diseminacion en el organismo (clasificacion
TNM, Tumor Node Metastasis). La forma mas clasica de catalogar a los canceres es a través
del tejido u organo del cual proceden; por ejemplo, 1) carcinomas, si su origen es de células
epiteliales de 6rganos internos, de la piel, tracto gastrointestinal u otros sitios anatémicos, 2)
sarcomas, si provienen de tejido adiposo, hueso, musculo o vasos sanguineos. Todos los
mencionados anteriormente estdn clasificados ademéas como canceres soOlidos que se
distinguen de los canceres hematologicos, que son aquellos cuyo origen esta en las células

sanguineas (Carbone, 2020).

1.1.1. Cancer hematoldgico

El cancer hematolédgico abarca los linfomas, las leucemias y el mieloma de acuerdo con el
tipo de células que se ven afectadas por dicha enfermedad, estos pueden incidir en ganglios
linfaticos, células sanguineas o células plasmaticas de médula dsea, respectivamente. En
América Latina, estds enfermedades representan el 7% de todos los canceres, y para la
poblacién mayor a los 20 afios de edad el 9.8% de todas las muertes por cancer (Doubova et
al., 2020). En cuanto a la poblacion infantil, la Sociedad Americana del Cancer report6 para
el periodo del 2018-2020 que la leucemia y el linfoma se encontraban entre los tres

principales tipos de cancer.

1.1.1.1. Leucemia

1.1.1.1.1 Definicién y epidemiologia

El término leucemia proviene de los vocablos griegos “leukos” y “heima”, que describe un
exceso de leucocitos en el cuerpo (Olsen, 2016), y se define como una enfermedad neoplasica
progresiva del sistema hematopoyético, caracterizada por la proliferacion no regulada de

células progenitoras hematopoyéticas (McKenzie et al., 2000).
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La TARC reportd (2018) que la leucemia fue el decimoquinto cancer mas comunmente
diagnosticado a nivel mundial. Esta enfermedad se presenta de manera mas frecuente en
hombres que en mujeres. En cuanto a la distribucion por edad, la leucemia cronica es
unimodal, con tasas de incidencia que aumentan con la edad. Mientras que la leucemia aguda
(mieloide y linfoide) inciden mas en la poblacidon infantil. Ademads, de acuerdo con este
reporte, el nimero total de casos de leucemia a nivel mundial reportados entre el 2005 y 2015

ha incrementado un 26% (Backer et al., 2020).

Informes de esta misma agencia, en la base de datos del GLOBOCAN, indican que en México
la incidencia de leucemia se encuentra entre los 10 principales tipos de cancer que afectan a
la poblacion. En cuanto a la mortalidad, la leucemia se encuentra en el tercer lugar de muertes
por céancer, lo que representa un 8% de la poblaciéon con cancer. Ademas, a nivel
Latinoamérica y el Caribe, la leucemia sigue siendo la principal causa de muerte por cancer
para la poblacion infantil, esto representa un desafio importante para la salud publica. Las
mejoras en la supervivencia se ven obstaculizadas por factores como el diagnostico tardio de
la enfermedad, el abandono del tratamiento, asi como la falta de recursos econdémicos y el

acceso a la atencion médica (Torres-Roman et al., 2020).

1.1.1.1.2. Clasificacion y diagndéstico

Las leucemias han sido clasificadas ampliamente a través de diversas caracteristicas de la
enfermedad, inicialmente en la década de 1930 se clasificaron seglin el tipo de célula
producida anormalmente como leucemias mieloides, si la célula progenitora de la que deriva
es de tipo mielocitico, o leucemias linfoides, si el origen de la célula progenitora de la que se
deriva es de tipo linfocitico. Ademas, en funcion del estadio de maduracion celular se pueden
clasificar como agudas y cronicas. Las leucemias agudas se caracterizan por un ‘“cese
madurativo” con acumulacion de precursores hematopoyéticos inmaduros en la medula osea,
si la enfermedad no es tratada, esta acumulacion conduce rdpidamente a un fallo medular e
infiltracidon orgénica por acumulacion. Por su parte, en la leucemia cronica se produce una
acumulacion en médula 6sea de células diferenciadas o parcialmente diferenciadas de forma

mas lenta, estds células pueden ser diferenciadas o parcialmente diferenciadas con una
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proliferacion aumentada y un exceso de supervivencia, y al conservar su capacidad de

diferenciacion son menos invasivas (Baeker Bispo et al., 2020).

Por otra parte, en el ano de 1976, un grupo de hematdlogos propuso un sistema de
clasificacion para las leucemias linfoides (Fig. 2) y mieloides (Fig. 3) agudas, denominado
clasificacion FAB (Franco Americano Britanica). Este sistema se basa en la morfologia
celular, indicando el estadio de maduracion o el tipo celular, para ello se utiliza una tincion
rutinaria y su posterior analisis al microscopio optico (Bennett et al., 1976; Ladines-Castro
et al., 2016). Esta clasificacion aun ayuda con la identificacion de las leucemias agudas,

aunque no se usa como un parametro exclusivo para el diagnostico de la enfermedad.

Clasificacion FAB de 1a leucemia linfoblastica

v T L1 Leucemia linfoblastica con homologia de estructura
e ‘ (tipica infantil)
Frecuencia: Inmunofenotipo:
En adultos entre un 25 a 30% de los casos y en nifios 85% de los B: T:
€asos. *CD19 *CD3
3 ) : * CD22 *CD7
Morfologia: *CD79a * CDS
Los blastos son homogéneos, tienen un nucleo regular, cromatina ~ * ¢y * CD2
homogénea, citoplasma pequenioy de leve a moderada basofilia. * CD20 * CD4
L2 Leucemia Linfoblastica con variedad de estructura
(atipica adulto)
% Inmunofenotipo:
Frecuencia:
; i B: T:
En adultos aproximadamente un 70% de los casos y en niflos %
14% CD19 CD3
: * CD22 *CD7
Morfologia: *CD79% *CDS5
Nucleos irregulares, cromatina heterogénea y nucléolo largo. *CD10 *ED2

*CD20 * CD4

L3 Leucemia de Burkit
Frecuencia: Inmunofenotipo:
Subtipo raro, se cuentan aproximadamente el 1 o0 2% de todos los ~ B: T:
€asos. *CD19 *CD3

*CD22 *CD7
*CD79a *CDS5
*CDI10 *CD2
*CD20 *CD4

Morfologia:
Blastos largos, nucleo prominente, cromatina homogénea
punteada, citoplasma abundante, vacuolas.

Figura 2. Clasificacion FAB para la leucemia linfoblastica aguda. La leucemia linfoblastica
aguda (LLA) categorizada por su morfologia, se muestra la frecuencia de aparicion en la poblacion
y el inmunofenotipo caracteristico de cada leucemia (Bennett et al., 1976; Ladines-Castro et al.,
2016).



Clasificacion FAB de 1a leucemia mieloide aguda

MO  Leucemia mieloblistica aguda con minima diferenciacion
Inmunofenotipo:
Morfologia: ¢ CDI3 +
Los blastos pueden parecerse a la LLA-L2. Los blastos * CD33 +
son de tamafio mediano, nicleo redondeado, cromatina * CDIlb+
fina, citoplasma basofilico no granula, nucléolo * CDllc +
prominente. « CDI14 +
e CD15+
M1 Leucemia mieloblistica aguda sin maduracion
Morfologia: Inmunofenotipo:
Blastos de tamafio mediano con un alto radio de nucleo, * MPO+
nucleo redondeado inmaduro, cromatina dispersa con uno *+ CDI3 +
o mas nucléolos. Los blastos muestran una fina ¢ CD33+
granulacion azurofilica, bastones de Auer aislados en el * CDI17 +
citoplasma en el 5-10% de los casos. * CD 34 +/-

M2 Leucemia mieloblistica aguda con maduracion
Inmunofenotipo:
Morfologia: * MPO +
Blastos de medianos a pequefios con un nicleo grande, ° CDI13 +
nucléolos a veces colocados en las orillas del micleo. * CDIS+
Cromatina inmadura con uno o mds nucléolos. * CD34+-
Citoplasma basofilico y pueden contener granulacion  ° HLA-DR +/-
azurofilica o bastones de Auer. * SudanBlack +
¢« CD 117 +/-
M3 Leucemia promielocitica
Morfologia: ' Inmunofenotipo:
Granulacion azurofilica intensa y abudante. Nucleo con . CDI3 +
forma usualmente monocitica (reniforme) y es irregular o . CD33+
bilobulado con una hendidura profunda. Citoplasma « HLA-DR +
apenas basofilico con granulacién azurofilica. Algunos . CD34+

tienen inclusiones citoplasmaticas cristalinas alargadas o
en forma de astilla que forman grupos.

M4 Leucemia mielomonocitica aguda
Inmunofenotipo:
Morfologia: *+ CD13+ =+ CD4
Blastos largos, radio nucleo:citoplasma moderado y + CDI5S+ - CD6&
basofilia variable. El niicleo puede ser redondeado, en + CD33 +
forma de riidén o irregular. Nucléolo es usualmente + CD1lb+
prominente. + CDlle+
* CD14 +
M5 Leucemia monocitica aguda
Morfologia: Inmunofenotipo:
5a: Blastos largos rodeado de nucleos y cromatina inmadura « CD14+
(1-3 nucléolos), citoplasma basofilico y puede mostrar bastones * CD68 +
de Auer y/o prolongaciones y granulacion. « CD4+
5b: promonocitos con micleo redondeado o con forma de rifion « CDllc +
con menos citoplasma basofilico, es més granulado y contiene « CD64 +
vacuolas. Hallazgo de eritrofagocitosis con blastos monociticos « HLA-DR +

sugiere una translocacion t(8;16).




7T >
N[ omes

il

g ; M6 Leucemia eritroide aguda
’ ® 0.. Morfologia: Inmunofenotipo:
6a (blastos de proliferacién mixta): 50% de precursores eritroies y 30% . D13 +
de mielobastos. Eritrocitos en sangre periférica con esquistocitos, células  , ~ps33 +
” . “ en pinza o en forma de champifién, y equinocitos y acantocitos CDI5 +
espiculados. . GIiC(;forina A+t
‘ “ 6b (pura): Los eritroides constituyen el 80% de las células de la médula . .
0 osea. con menos del 3% de células mieloides. En sangre periférica los * Glicoforina C +
o ‘ A’- eritrocitos consisten en macrocitos, punteado baséfilo, cuerpos de Howell-

Jolly o anillos de Cabot.

M7 Leucemia megacariocitica aguda

L Morfologia: Inmunofenotipo:
! Blastos polimorficos e inmaduros. El nicleo céntrico con cromatina  « CD41 +
| dispersada, reticulada y de 1 a 3 muléolos prominentes. EI + CD61 +
"'{f‘, _(' citoplasma es basofilico no granular, con pseudopodos o + CD42 +

S granulacion. Micromegakariocitos y fragmentos de « CDI3+
: megacarioblastos son vistos en sangre periférica (gigantes ¢ CD33 +
s plaquetas, algunas degradadas). + CD34+

Figura 3. Clasificacion FAB para la leucemia mieloblastica aguda. La leucemia mieloblastica
aguda (LMA) categorizada por su morfologia y el inmunofenotipo caracteristico de cada leucemia
(Bennett et al., 1976; Ladines-Castro et al., 2016).

Posteriormente comenz6 a incorporarse a la clasificacion datos inmunofenotipicos (Fig. 2 y
3), citogenéticos y moleculares para definir categorias diagnosticas de la enfermedad. El
inmunofenotipo permite identificar con precision el estadio de diferenciacion celular, basado
en los marcadores de superficie que exhiben las células en los distintos estadios de
maduracion, esto sirve como una herramienta de clasificacion y diagnostico para las
leucemias. Por otra parte, la citogenética permite determinar las mutaciones cromosdmicas
presentes en las leucemias y funcionan como un indicador diagndstico, valor prondstico y
predictivo para las leucemias (Cernan et al., 2017; DiGiuseppe & Wood, 2019; Peters &
Ansari, 2011).

La OMS clasifico a las leucemias, linfomas y sarcomas reuniendo caracteristicas
morfolégicas, citogenéticas y moleculares. Para propositos de este trabajo, nicamente se

muestra la clasificacion de las leucemias (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de la OMS para las neoplasias hematopoyéticas*. Los nombres en
mayuscula con cursiva indican los genes mutados. Las mutaciones cromosomicas estan indicadas
como inv (inversion) y t (translocacion), en cuanto a su posicion en el cromosoma los brazos se
nombraran por p (brazo corto) y por q (brazo largo) y los numeros indican la seccion el brazo donde
se localiza.
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Neoplasias de precursores linfoides

Leucemia linfoblastica B (LLB)
Leucemia linfoblastica B, sin especificacion
Leucemia linfoblastica B, con anormalidades genéticas o
citogenéticas recurrentes
= LLB con t(9;22)(q34;q11,2), BCR-ABLI
= LLB con t(11q23), MLL reorganizada
= LLB con t(12;21)(pl3;q22), TEL-AMLI (ETV6-RUNXTI)
= LLB con hiperdiploidia
= LLB con hipodiploidia (LLA hipodiploide)
= LLB con %(5;14)(q31;q32), IL3-IGH
= LLB con t(1;19)(q23;p13.3), E24-PBX] (TCF3-PBXI)
Leucemia linfoblastica T (LLT)

Neoplasias de células B maduras

Leucemia linfocitica cronica

Leucemia prolinfocitica de células B

Leucemia de células pilosas

Leucemia esplénica inclasificable (variante de leucemia de células
pilosas)

Neoplasias de células T y natural killer

Leucemia prolinfocitica de células T

Leucemia linfocitica granular de céulas T largas
Leucemia de células T del adulto

Neoplasias mieloproliferativas

Leucemia mieloide cronica, BCR-ABL I positiva

Leucemia neutrofilica cronica

Lecemia eosinofilica cronica, sin otras especificaciones
Neoplasia mieloproliferativa, inclasificable

Neoplasias mieloides y linfoides asociadas con eosinofilia y
anormalidades de PDGFRA, PDGFRB o PFFRI

Mielodisplasas/neoplasias mieloproliferativas

Leucemia mielomonocitica cronica

Leucemia mieloide cronica atipica, BCR-ABL 1 negativa
Leucemmia mielomonocitica juvenil
Mielodisplasia/neoplasia mieloproliferativa, no clasificable
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Leucemia mieloide aguda

* Leucemia mielode agua (LMA) con anormalidades recurrentes
=  LMA con t(8;21)(q22;q22), RUNXI-RUNXITI
=  LMA con inv(16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;q22), CBFB-
MYHII
= Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;q11-12),
PMI-RARA
=  LMA con t(9;11)(p22:q23), MLLT3-MLL
= LMA con t(6;9)(P23;Q34), DEK-NUP214
=  LMA con inv(3)(q21q26.2) o %(3:3)(q21;q926.2), RPNI-EVII
=  [MA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;ql13), RBM15-
MKL1
= [ MA con mutacion NPMI
= [ MA con mutacion CEBPA
= Leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con
mielodisplasia
= Neoplasia mieloide relacionada a terapias
* Leucemia mieloide aguda, no categorizada

LMA con diferenciacién minima
LMA sin maduracion
LMA sin maduracion

= Leucemia mielomonocitica aguda
= Leucemia monoblastica y monocitica aguda
= Leucemia eritroide aguda
= Leucemia eritroide aguda, eritroide/mieloide
= Leucemia eritroide pura aguda
= Leucemia megacarioblastica aguda
= Leucemia basofilica aguda
= Leucemias agudas con ambigiiedad de linaje
= Leucemia aguda indiferenciada
= Leucemia aguda bifenotipica

*Modificado de (Hoffbrand et al., 2016).

1.1.1.1.3. Factores de riesgo
Entre los factores de riesgo a los que se les ha atribuido la enfermedad se encuentran:
antecedentes familiares como mutaciones en la linea germinal, es decir, mutaciones que
pasan de padres a hijos, la radiacion, quimioterapia, exposicion a quimicos, sindromes y
anomalias genéticas y factores del estilo de vida como fumar. Ademas, existen hipotesis que
respaldan la teoria de que la leucemogénesis puede ser provocada por la falta de una
estimulacién inmunitaria temprana, es decir, la exposicion a infecciones comunes en la
infancia, aunque cabe sefialar que estas teorias no estan respaldadas por todos los estudios

(Tabla 2) (Baeker Bispo et al., 2020; Klco & Mullighan, 2021).
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Tabla 2. Factores de riesgo asociados al desarrollo de leucemias. (Baeker Bispo et al., 2020; Klco
& Mullighan, 2021)

Factor de Riesgo Ejemplos

Mutaciones de la linea germinal en la LMA:
= RUNXI1
= (GATA2
= ETV6
= CEPBA
Mutaciones en la linea germinal en la LLA:
= PAXS
= IKZF1
= ETV6

Antecedentes
familiares

= Sindrome de Down

= Sindrome de Li-Fraumeni
= Neurofibromatosis

= Anemia de Fanconi

Sindromes y anomalias || Sindrome de Bloom

geneticas = Sindrome de Kostmann,
= Anemia de Diamond-Blackfan
= Disqueratosis congénita
= Sindrome de Schwachman-Diamond
Radiacién = Radiacion ionizante de las tomogratias computarizadas

= Radiacion ionizante para tratar un cancer primario

* Quimioterapia con agentes alquilantes para cancer primario
Exposicion a quimicos || *+ Inhibidores de la topoisomerasa II para cancer primario
* Benceno por proximidad al trafico de automoviles y las fabricas

Estilo de vida = Tabaquismo

1.1.1.1.4. Etiologia

La enfermedad se desarrolla en un proceso de varias etapas que comienza con la
transformacion (mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas) de las células madre
hematopoyéticas (CMH), cuyas alteraciones mejoran la capacidad de autorrenovacion celular
mientras mantienen un estado indiferenciado o parcialmente diferenciado (Greim et al.,

2014; Whitehead et al., 2016).

Las CMH localizadas en el nicho de la médula 6sea son responsables de la formacion de las

células sanguineas e inmunitarias (Fig. 4). Se autorrenuevan, sostienen y regeneran todo el
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sistema hematopoyético, primero generando progenitores multipotentes y luego progenitores

mas diferenciados y comprometidos de linaje, que gradualmente dan origen a cada uno de

los tipos de células sanguineas maduras (Yamashita et al., 2020).

Natural killer
(NK)

@ % Neutrofilo }
Linfocito T
infocito @ e@

Progenitor
linfoide ( S @
/
L intfy

Basofilo

Eosinofilo

3

-

Célula madre @-» @ — —
hematopoyética —~—
Y \
Célula madre Progenitor \ °"°°‘“’/’“3ﬂ:2fa[¥0
multipotencial mielode \ N‘a;‘ %%
~
é‘p Plaquetas J
I3 Eritrocitos
=
3 § o \ Soporte del estroma Adipocito
." A Osteoblasto hematopoyético de médula dsea
A Célula madre \ amntil
N\ ’ del cstroma’_ eo.* v -
/a o Osteocito !
e /\\’ » 0 /,1 / ~ - = _/’~
I Pre-osteoblasto
- - o g
oY/ \. ’/ f‘ ‘ “\ Célula madre
R o I hematopoyética
J 0 12 2001 Terese Winslow (assisted by Lydia Kibiuk)

Figura 4. Nicho de la médula 6sea. En esta imagen se muestra la diferenciacion de las células
hematopoyéticas dentro del nicho de la médula 6sea. Adaptado de (Greim et al., 2014).

Las alteraciones a las que se enfrentan las CMH pueden ser: mutaciones cromosoémicas,
mutaciones genéticas (puntuales) y alteraciones epigenéticas. En muchas ocasiones ocurre la

combinacion de todas ellas.

1.1.1.1.4.1. Mutaciones cromosomicas

Las mutaciones cromosoémicas suelen presentarse en mas del 50% de los pacientes con
neoplasias hematologicas. Las células humanas normales constan de 46 cromosomas totales,
en las células leucémicas se han observado anomalias tales como una pérdida (monosomia,
pérdida de un cromosoma) o ganancia de uno o mas cromosomas (trisomia, por ganancia de
un cromosoma o hiperdiploidia por ganancia de multiples cromosomas). Por otra parte,
también se han observado mutaciones a nivel de estructura de los cromosomas,

principalmente deleciones, que implican la pérdida de segmentos de un cromosoma;
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inversiones, que implica un cambio en el sentido de un segmento cromosémico; duplicacion,
en la que se repite un segmento del cromosoma; inversion, en la que cambia el sentido de un
segmento cromosdmico; translocaciones, que implica el desplazamiento de un segmento
cromosomico a un nuevo lugar en el genoma; e insercion, en la que un segmento de un
cromosoma se agrega a otro cromosoma (Fig. 5) (Arana et al., 2017). Estas alteraciones en
los cromosomas alteran la secuencia de genes que participan en funciones importantes como
la apoptosis, control de ciclo celular, regulacion de proliferacion y diferenciacion celular, por

lo que estas mutaciones son clave para el desarrollo de la enfermedad (Lavaut, 2020).

Eliminacion Duplicacion Inversion

4 K

Translocacion Insercion
e Derivado de
Cromosoma 20 Cromosoma 20 Cromosoma
20
=> B S \
Cromosoma
20
Derivado de Cromosoma4
Cromosoma 4 C 1
Cromosoma 4 romosoma

Figura 5. Representacion de las mutaciones cromosoémicas. En la imagen se muestran las diferentes
mutaciones que puede sufrir un cromosoma. Obtenido de: NHGRI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ClasssMLACourse/Modules/MolBioReview/mutation_chromosome.
html).

1.1.1.1.4.2. Mutaciones genéticas (puntuales)

Como se menciond anteriormente, en las leucemias las alteraciones clave en el desarrollo de
la enfermedad comprenden la capacidad aumentada de proliferar y la pérdida de

diferenciacion en el linaje celular. Estos cambios requieren de la acumulacién de mutaciones
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puntuales, mutaciones cromosomicas, asi como de alteraciones genéticas en un solo linaje de
células a través del tiempo. Aquellas células que acumulan algunas, pero no todas las
mutaciones responsables de la enfermedad, se denominan CMH preleucémicas. Se ha
propuesto un modelo sobre la evolucion de las células preleucémicas hasta convertirse en
células leucémicas (Fig. 6). Las células preleucémicas adquieren algunas de las mutaciones
necesarias para el desarrollo de la leucemia, y su capacidad de proliferacion ilimitada
permitird que las mutaciones se mantengan a través del tiempo, las mutaciones se van
acumulando conforme los linajes se autorrenuevan, y eventualmente, una de las CMH
preleucémica o alguna progenie de ella, adquiere una mutacién adicional que la lleva a la
pérdida de la funcién normal y al desarrollo de la leucemia (Corces-Zimmerman & Ravindra,

2014).

Carga de mutacion

|
= |
= '
g / |
= = Y
::: Progenitores ~ ‘dunicion 4 O @ @ .--f_->®
S autorrenovacion 77
< (@ (d © ; ;
a \\D / / Célula leucémica

Célula y > ——> Agotamiento celular
madura @

Figura 6. Modelo de la evolucion preleucémica a leucemia. La adquisicion secuencial de
mutaciones se ilustra mediante los cambios de color. (a) Se muestra la primera mutacion que
ocurriria en una CMH que se autorrenueva. Ademas, la primera mutacion también puede ocurrir en
una célula mas diferenciada, esta mutacion podria conferirle la capacidad de autorrenovacion (b) o
se perderia la mutacion con el agotamiento de linaje (¢). Las mutaciones subsiguientes se acumulan
y se conserva la capacidad de autorrenovacion y diferenciacion (d). Posteriormente una de las
mutaciones conduce a la generacion de una célula leucémica con pérdida de la funcion. Esto se
puede producir en una CMH (e) o en una célula progenitora (f). Tomado de Corces-Zimmerman &
Ravindra (2014).
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El desarrollo de la enfermedad no esta limitado a las mutaciones en las CMH, los cambios

en el microambiente del nicho de la médula ésea contribuyen al proceso de leucemogénesis,
por ejemplo, un ambiente de tipo inflamatorio (incremento de citocinas) o un aumento en la
biodisponibilidad de factores de crecimiento, puede impulsar la evolucion clonal de las CMH
preleucémicas para volverse leucémicas. Ademas, se sabe que las CMH estan sujetas a

adquirir mutaciones espontaneas relacionadas con la edad (Yamashita et al., 2020).

1.1.1.1.4.3. Alteraciones epigenéticas

El proceso de leucemogénesis también esta relacionado con alteraciones epigenéticas. La
epigenética estudia los cambios en la expresion de genes que no implican una modificacion
en la secuencia de DNA, estos incluyen la metilacion directa sobre el DNA, modificaciones
quimicas en las colas de las histonas, los microRNAs (miRNA), complejos remodeladores
de cromatina y en general la dindmica nuclear que responde a la organizacion de la cromatina
(Dupont et al., 2009). Las alteraciones en estas marcas epigenéticas juegan un rol importante
en el desarrollo y la progresion del cancer, estas pueden interferir en procesos fundamentales
como la proliferacion celular, inhibicion de la apoptosis, inhibicion de genes supresores de

tumores, aumentado la expresion de oncogenes e impidiendo la diferenciacién celular.

En el caso particular de las leucemias, las alteraciones epigenéticas pueden aparecer en la
etapa preleucémica y estas ocurren directamente en los genes encargados de la produccion
de modificadores epigenéticos. Las mutaciones subyacentes a la etapa preleucémica
pertenecen a dos categorias; cambios en el estado de metilacion del DNA o las alteraciones

quimicas en las histonas (Chen et al., 2010; Corces et al., 2017).

La metilacion del DNA implica la adicién de un grupo metilo al carbono 5° de las citosinas
del DNA en regiones conocidas como islas CpG, esta funcion es llevada a cabo a través de
una enzima denominada DNA metiltransferasa (DNMT). Aproximadamente el 40% de las
metilaciones en el DNA ocurren en las regiones promotoras de los genes, por lo que como
consecuencia esta modificacion implica la represion génica o compactacion de la cromatina

(Allis et al., 2007). Las células leucémicas exhiben una hipometilacion global; sin embargo,
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también se puede presentar una metilacion aberrante en las islas CpG dentro de los
promotores de los genes o regiones codificantes (Chen et al., 2010). Algunos de los genes
que se han encontrado metilados son genes supresores de tumores (ej. p5S3, DAPK1), genes
de regulacion de ciclo celular (ej. CDKN2B o p15, CDKN2A o p16), apoptosis (¢j. CDKNIA
o p21, DAPK1), entre otros (Navarrete-Meneses & Pérez-Vera, 2017).

En cuanto a las modificaciones quimicas en las histonas, estas se llevan a cabo principalmente
en los aminodacidos lisina, serina y treonina de la parte amino terminal de las histonas. Las
principales modificaciones son: metilacion, fosforilacion y acetilacion, aunque existen
mucha mas. El cambio en las marcas de las histonas tiene como consecuencia la activacion
o represion génica, es decir, de apertura o compactacion de la cromatina. Las marcas de
metilacion pueden tener efecto de represion o activacion génica, mientras que las marcas de
acetilacion y fosforilaciéon son principalmente de activacion. Dichas modificaciones son
llevadas a cabo por enzimas a las que se les denominan: 1) escritores, enzimas que colocan
las marcas en las histonas, 2) borradores, enzimas que eliminan marcas epigenéticas en las
histonas, y 3) lectores, enzimas encargadas del reconocimiento de las marcas epigenéticas a
través de dominios especificos, este reconocimiento permite un cambio en la expresion de
genes atrayendo a escritores o borradores al lugar donde son requeridos. En la fig. 7 se
muestran algunos ejemplos de estas enzimas epigenéticas. Por otra parte, los complejos
remodeladores de cromatina remueven partes (dimeros) o los octdmeros completos de las
histonas para liberar la secuencia de DNA la cual estaban unidos y son intercambiados por
otras histonas para cambiar la expresion génica. Estos cambios ocurren en procesos como
reparacion de DNA, activacion o represion transcripcional, desarrollo y replicacion (Allis et

al., 2007; Biswas & Rao, 2018; Clapier et al., 2017).

- 18 -



i
([[cmes
CME

{ Escritores

Ej. HATs,
HMTs ]
‘n { Borradores
Ej. HDACs,
{ KDMs

e Activacion o represion
transcripcional

e (Cambios en la replicacion
del DNA

e  Reparacion de DNA

Lectores

Ej. Bromodominio,
cromodominio.

Figura 7. Enzimas epigenéticas responsables de las modificaciones de histonas. La imagen
muestra ejemplos de algunas enzimas epigenéticas. Los escritores, HAT (histona acetiltransferasa)
que colocan marcas de acetilacion, HMT (histona metiltransferasa) encargada de colocar las marcas
de metilacién en las histonas. Los borradores, HDAC (histona desacetilasa) enzima encargada de
eliminar las marcas de acetilacion y la KDM (lisina desmetilasa) encargada de quitar marcas de
metilacion. En cuanto a los lectores se muestran algunos dominios de reconocimiento en las
histonas para la modificacion en la expresion de genes. P: fosforilacion, Me: metilacion, Ac:
acetilacion. Adaptada de Falkenberg & Johnstone (2014).

En las leucemias las marcas quimicas de las histonas pueden alterarse a través de tres
mecanismos: 1) Mediante alteraciones directas en los genes encargados de la produccion de

las enzimas epigenéticas, 2) alteraciones genéticas que conducen al reclutamiento anormal
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de modificadores epigenéticos, y 3) por el reclutamiento de modificadores epigenéticos a

través de las marcas de metilacion aberrante en el DNA (Liu et al., 2020).

Las alteraciones directas sobre las enzimas epigenéticas se producen generalmente de las
mutaciones cromosomicas y sus productos de fusion, por ejemplo en la LMA la
acetiltransferasa, p300, fusionada con el gen MLL por una translocacion t(11;22), genera un
producto de fusion que impide la regulacion de ciclo celular y la diferenciacion celular lo que

contribuye a la leucemogénesis (Ohnishi et al. 2008).

Respecto al reclutamiento de modificadores epigenéticos provocado por una alteracion
genética, un ejemplo es la translocacion t(8;21) cuya proteina de fusion AML1/ETO, presente
en la LMA, que atrae un complejo represor que contiene H-CoR/Sin3/HDAC, resultando en
una represion transcripcional y un bloqueo de la diferenciacion mieloide (Liu et al., 2007).
Por otra parte, se ha reportado que el gen de fusion ETV6-RUNXI recluta HDACs en la
LLA-B, bloqueando Ila transcripciéon de genes activados normalmente por RUNXI

(Navarrete-Meneses & Pérez-Vera, 2017).

Sobre las modificaciones de histonas por metilacion del DNA, los sitios CpG metilados
desencadenan la union de proteinas que atraen a HDACs o HMTs, esto da como resultado la
desacetilacion y metilacion de marcas epigenéticas en las histonas, por ejemplo,
desacetilacion en la lisina (K) 9 de la histona 3 (H3) (H3K9) o en marcas de desmetilacion

en la lisina 4 de la histona 3 (H3K4) (Liu et al., 2020).

Otros reportes de alteraciones epigenéticas indican que las enzimas epigenéticas por si
mismas también pueden estar sobreexpresadas en las leucemias, este es el caso de enzimas
como las desacetilasas de histonas HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC6, HDAC7 y HDACS,
estas enzimas pueden involucrarse en procesos de transcripcion (HDACI, 3,4, 6,7 8 y 9),
regulacion de ciclo celular (HDACI, 2, 3,4 6,y 7), apoptosis (HDACI, 2, 3, 6 y 7) y vias de
sefalizacion como p53 (HDAC2) y Notch (HDACI1, 3 y 7). Otros reportes de enzimas
epigenéticas sobreexpresada en LLA son las HATs GNAT, MYST, CBP/p300, algunas de

ellas como parte de los rearreglos cromosdmicos antes mencionados. En cuanto a las HMT,
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la mas estudiada en la LLA es la MLL, que metila un residuo de lisina (K) 4 en la histona 3

(H3K4), que genera apertura de la cromatina y por tanto favorece la transcripcion (Navarrete-

Meneses & Pérez-Vera, 2017).

Finalmente los miRNA, son RNAs cortos (18-25 nucle6tidos) no codificantes que regulan la
expresion génica a través de la interaccion con el mRNA, hasta el 60% de los mRNAs es
regulado a través de miRNAs. Esta regulacion estd involucrada en procesos de
diferenciacion, proliferacion, metabolismo y apoptosis. En el cancer, los miRNAs participan
como oncogenes, supresores de tumores o supresores o activadores de metastasis (Allis et

al., 2007; Navarrete-Meneses & Pérez-Vera, 2017).

1.1.1.1.5. Tratamiento

Los diversos tipos de leucemia son tratadas de acuerdo a su clasificacion, prondstico, fase de
la enfermedad (aguda, cronica, crisis blastica), a la edad del paciente, comorbilidades al
momento del diagnostico de la enfermedad, estratificacion de los pacientes por riesgo y
algunos otros factores prondstico. Sin embargo, de manera convencional el tratamiento de
primera linea para las leucemias durante las ultimas décadas ha sido la quimioterapia. Esta
consiste en la administracion de farmacos citotoxicos o citostaticos en células cancerosas,
que pueden ser administrados por via oral, topica, intravenosa o por via parenteral, de acuerdo

al tipo de cancer y al estadio en el que se encuentre la enfermedad (NIH, 2022).

Los quimioterapéuticos utilizados para tratar las leucemias incluyen: agentes alquilantes,
interfieren con el DNA e impiden la reparacion y division celular, estos se pueden dividir en
tres grupos, alquilantes clédsicos (ej. ciclofosfamida, clorambucilo), nitrosoureas (ej.
carmustina, estramustina) y tetrazinas (ej. dacarbacina, temozolomida); farmacos
antimetabolitos, que interfieren con el DNA y RNA sustituyendo las moléculas para
formarlos, por lo que se impide su sintesis y por tanto la duplicacion celular, en esta categoria
se incluyen farmacos como los andlogos de pirimidina (citarabina o Ara-C), analogos de
purina (mercaptopurina) y los andlogos del 4cido folico (metotrexato), andlogos de

nucleodsidos de citidina (azacitidina), por mencionar algunos. Ademas, estan los inhibidores
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de la topoisomerasa (ej. irinotecan, etoposido VP-16) que inhiben las enzimas
topoisomerasas impidiendo la separacion de la doble hebra de DNA y por tanto su
replicacion; antraciclinas o antibidticos antitumorales, interfieren con las enzimas
involucradas en la replicacion del DNA durante el ciclo celular (ej. daunorubicina,
doxorrubicina, idarrubicina); e inhibidores de la mitosis, estos farmacos detienen la division

celular a través de la inhibicion de enzimas necesarias para dicho proceso (ej. vincristina,

docetalxel) (Asano, 2020) (American Cancer Society, 2022).

Generalmente estos medicamentos se usan en combinacion para el tratamiento de las
leucemias. En este documento se describirdn dos regimenes convencionales para el
tratamiento de los dos principales tipos de leucemia, la LMA que es la leucemia mas comun

en adultos, y la LLA que es la leucemia mas comun en nifios.

La LMA se ha tratado convencionalmente con una combinaciéon del quimioterapéutico
citarabina y una antraciclina, ya sea daunorrubicina o idarrubicina, en un régimen
denominado “3 + 77, en el que se administran 3 dias de antraciclina seguidos de 7 dias de
citarabina. Este tratamiento es usualmente recomendado para los pacientes con riesgo bajo;
sin embargo, para aquellos que tienen malos prondsticos o riesgo alto se ofrecen otras
alternativas (Kadia et al., 2016). Por su parte, la LLA en nifos es tratada convencionalmente
con una fase de induccion en la que se administran como quimioterapéutico vincristina, un
corticoesteroide (dexametasona o prednisona), L-asparaginasa (citostatico) con o sin un
antraciclina, luego de esta combinacidn se continua con un régimen de consolidacion que
incluye altas dosis de metotrexato, ademas de terapia de reinduccion, y finalmente se requiere
terapia de mantenimiento (menos invasiva) durante 1 a 2 afios para asegurar la supervivencia
libre de células leucémicas (Kato & Manabe, 2018). La quimioterapia presenta diversos
efectos secundarios en los pacientes que pueden ser leves a moderados como: cansancio,
caida del cabello, nduseas, vomito, diarrea, cambios de apetito, estrefiimiento, tendencia a
presentar moretones y sangrados leves, anemia, Glceras, entumecimiento, cambios de peso;
hasta efectos graves que incluso pueden ser letales como: problemas renales, cardiotoxicidad,
hepatoxicidad, infecciones o incluso carcinogénesis secundaria a la del inicio del tratamiento

(American Cancer Society, 2022).
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Algunos tratamientos o alternativas que se utilizan hasta el momento en las leucemias son:

terapia dirigida, terapia con células T-CAR, trasplante de médula osea y terapia epigenética.

La terapia dirigida se centra en las alteraciones citogenéticas (cromosOmicas) de las
leucemias, asi como en alteraciones especificas en los diversos tipos de leucemias. Estas
terapias abarcan: los inhibidores de tirosina quinasa (TKI) (actuan sobre los receptores de
superficie celular que es anormal en las células leucémicas), inhibidores de puntos de control
inmunitario, anticuerpos monoclonales contra los linfocitos T o bioespecificos, agentes
metabolicos y proapoptoéticos (Kayser & Levis, 2028). Un ejemplo muy representativo es el
imatinib, que es un TKI utilizado en la LMC con t(9;22) o cromosoma filadelfia, la
translocacion produce una proteina de fusion denominada BCR-ABL que es una tirosina
cinasa que se mantiene activa provocando una alteracion permanente en la proliferacion
celular (Claudiani & Apperley, 2018). Otro ejemplo se presenta en el tratamiento para la
LLC, esté tipo de leucemia generalmente se presenta en adultos de edad avanzada, en los que
las comorbilidades son recurrentes y muchas veces esto no los hace candidatos a la
quimioterapia. Otro caso es el de pacientes con este mismo tipo de leucemia que entran en
recaida, en estos casos puede usarse una combinacion de dos terapias dirigidas, rituximab,
que es un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a CD20 en la superficie de
linfocitos B, esta unidén permite el reconocimiento por parte de los efectores de la respuesta
inmune para mediar la eliminacion de las células leucémicas. El tratamiento con este
anticuerpo se acompaia con ibrutinib que es un TKI de Bruton, que es una molécula clave
en la sefializacion de un receptor de células B que estimula el crecimiento y la division celular

(Morabito et al., 2021).

La terapia con células CAR-T ha revolucionado el tratamiento para las neoplasias malignas
de células B, incluidas la LLA-B y la LLC en las que se han logrado tasas de remision altas
(70 al 94%). El procedimiento consiste en la extraccion de los linfocitos T de los pacientes
para su posterior modificacion genética (insercion génica) que les permita expresar el
receptor de antigeno quimérico CAR (Chimeric Antigen Receptor), estas células son capaces
de activarse independientemente del complejo mayor de histocompatibilidad (HMC) y

reconocer las células leucémicas para destruirlas. Los resultados de esta terapia ha sido
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menos alentadora para los tumores solidos y quedan todavia multiples desafios como la

recaida de los pacientes y la toxicidad en tejidos sanos (Ahmad, 2020; Wang et al., 2017).

El trasplante de médula 6sea puede ser otra opcion para los pacientes con leucemia. Este
puede ser autologo, es decir, una trasfusion de las propias células, o alogénico, es decir, que
las células del trasplante provengan de un donador ajeno. En ambos casos, antes del
procedimiento se lleva un régimen de dosis altas de quimioterapia que tiene dos propositos:
en el trasplante alogénico, la citorreduccion, inmunosupresion y tedricamente, un “nuevo
espacio” para el trasplante; y en el caso del trasplante autélogo, sirve principalmente para
erradicar las células malignas. Este tipo de procedimiento se convierte en una alternativa para
los pacientes que no pueden recibir dosis altas de quimioterapia sin poner en riesgo su vida
por los efectos secundarios (infecciones, sangrado) o por las comorbilidades, también pueden
ser candidatos los pacientes en recaida o como una terapia de consolidacion. Sin embargo,
también presentan desventajas significativas: el autoinjerto puede presentar contaminacion
con células leucémicas que hagan que el paciente recaiga, también se pueden presentar
infecciones, hemorragias, enfermedad del injerto contra el huésped, en el caso del trasplante

alogénico, fracaso del injerto, entre otros (Imrie et al., 1996).

Finalmente, los farmacos epigenéticos van dirigidos a restaurar el paisaje epigenético
“normal”. Hasta el momento, estos farmacos van dirigidos a la inhibicion de las enzimas
modificadoras de histonas y de DNA. Se cuentan con algunos fdrmacos epigenéticos
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) (Tabla 3) para el tratamiento de
diversas neoplasias malignas, en la que estan incluidas las leucemias, y existen muchos mas
farmacos epigenéticos en ensayos clinicos para ser aprobados. Los farmacos aprobados estan
incluidos en 3 categorias: inhibidores de HDACs (iHDAC), inhibidores de DNMTs
(1iIDNMT) e inhibidor de una histona lisina metiltransferasa (1IEZH2) (Nepali & Liou, 2021).

En la tabla 3 se muestran algunos ejemplos de ellos y de uso en las leucemias.

La terapia epigenética por si sola puede inducir la muerte de las células leucémicas; sin

embargo, la toxicidad de dichos fairmacos se asemeja a la de la quimioterapia convencional.
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El uso de dosis menores conserva el efecto epigenético, disminuyendo la toxicidad de los
mismos, aunque hasta el momento, el uso individual de dicha terapia no ha logrado los
resultados esperados. Y si bien, el uso combinado de la terapia epigenética con otros agentes
aun tiene resultados contrastantes, la combinacion con la quimioterapia, la inmunoterapia o
incluso el uso combinado de terapia epigenética, ha logrado disminuir la resistencia a los
tratamientos convencionales, generar un sinergismo entre los farmacos, la posibilidad de
tratamiento para pacientes que no son candidatos a la quimioterapia y de acuerdo a la
dosificacion, la reduccion de efectos adversos. Por ejemplo, se han utilizado combinaciones
de decitabina y vorinostat con quimioterapia en pacientes infantiles con LLA refractaria, en
la que los pacientes vuelven a responder al tratamiento (Burke et al., 2020). Otro ejemplo, ¢l
uso de azacitidina para la LMA en adultos que no pueden someterse a regimenes de
tratamiento intensivo como una alternativa de tratamiento (Schuh et al., 2017). La terapia
epigenética aun sigue en estudio, la variacion epigenética entre los distintos tipos de cancer
o incluso entre cada individuo puede ser esencial para el desarrollo de farmacos y estrategias
terapéuticas en las leucemias. Una de las grandes ventajas con las que cuenta la epigenética
es que a diferencia de las mutaciones genéticas, las alteraciones epigenéticas son reversibles,
y esto abre la posibilidad de reprogramar el epigenoma modificado en el cancer (Miranda-

Furtado et al., 2019).

Tabla 3. Farmacos epigenéticos aprobados por la FDA para su uso en diversas neoplasias
hematoldgicas. Se muestra en que tipo especifico de leucemias han sido probadas. NP: no probado.

Farmacos . .
. ‘e Uso en leucemia Referencia
epigeneticos
Vorinostat LMA Prebet & Vey, 2011
) LLA infantil en recaida Burke et al., 2020
iHDACs Panobinostat LMA Karol et al., 2020
Romidensi LLA-T refractaria Brunvand & Carson, 2018
| _ omicepsing LLC Lemchak & Akilov, 2016
5-azacitidina LMA Schuh et al., 2017
iDNMT Decitabi LMA Nepali & Liou, 2021
cettabina LLA infantil en recaida Burke et al., 2020
iEZH2 Tazemetostat NP Nepali & Liou, 2021
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1.2. Péptidos Antimicrobianos

1.2.1. Caracteristicas y estructura

Los péptidos antimicrobianos (Antimicrobial Peptides o AMP) son moléculas
bioldgicamente activas producidas por una amplia variedad de organismos como un
componente esencial de su respuesta inmune innata. Estos péptidos proporcionan proteccion
contra bacterias, hongos, parasitos y virus (Hafeez et al., 2021). Hasta el momento, se han
descrito 3324 péptidos de diversos origenes: bacterias (391), arqueas (5), protistas (8),
hongos (22), plantas (364) y animales (2446), incluidos algunos péptidos sintéticos, a los que
se les han descrito actividades adicionales como: antinflamatorios, anticancerosos,
antidiabéticos, antimalaria, antitoxina, entre otros (antimicrobial peptides database,
https://aps.unmc.edu/). Su tamafio oscila entre los 5 y los 100 aminoécidos, principalmente
son catidnicos (cargas de +2 a +11) por su rico contenido de argininas y lisinas, tienen una
proporcion de alrededor del 50% de residuos hidrofébicos, aunque también contienen

residuos hidrofilicos, lo que los hace anfipaticos (Hafeez et al., 2021).

De acuerdo a su estructura secundaria, los AMPs se pueden clasificar como: 1) a-hélice, las
hélices suelen ser ricas en Leu, Ala, Gly y Lys y se destacan por ser los mas abundantes en
la naturaleza; 2) B-lamina, contienen al menos dos cadenas B con segmentos lineales que
adoptan una conformacion similar a una horquilla. La mayoria contienen residuos de cisteina
que les permite formar puentes disulfuro y su estructura es rica en Leu, Ala, Gly y Lys; 3)
af}, formados tanto por hélices o como por laminas B; y 4) no-ap, sin estructura de a-hélice
y B-lamina, también son denominados péptidos lineales o de bucle y tienen un contenido de
aminodcidos rico en Pro y Gly (Fig. 8). Ademads de los englobados en esta clasificacion los

AMP también pueden ser ciclicos (Hafeez et al., 2021).

- 26 -



A)

a-hélice

(!

B)

p-lamina

U

ety

0) D)

Figura 8. Representacion de la clasificacién de los AMPs seglin su estructura secundaria. A)
a-hélice (ejemplo: péptido LL-37), B) B-lamina (ejemplo: péptido protegrina-1), C) af (ejemplo:
defensina 2 humana) y C) no af§ (ejemplo: indolicina). Tomado de: Zhang et al (2014).

1.2.2. Mecanismo de accién

En cuanto a su mecanismo de accion se asume que los AMPs interaccionan con la membrana
celular, y dependiendo del efecto sobre la misma, éstos pueden ser clasificados como:
permeabilizadores y no permeabilizadores. Entre los mecanismos permeabilizantes se
encuentra:

1) El modelo de barril, en este los péptidos se agregan en la superficie de la membrana,
se insertan y se orientan de manera vertical de tal manera que sus cadenas laterales
no polares se dirigen al nticleo lipidico hidrofobico de la membrana, y las superficies
hidrofilicas de los péptidos apuntan hacia adentro y forman poros transmembrana que
liberan el contenido intracelular y consecuentemente la muerte de la célula (Fig. 9A);
ej. las magaininas y bacteriocinas.

2) En el modelo de alfombra, los péptidos inicialmente se asocian en la superficie de la
membrana y forman una “alfombra” local, los extremos hidrofobicos entran en
contacto con la membrana y los hidrofilicos con el espacio extracelular. Una vez que

se alcanzd una concentracidon umbral particular, el péptido se introduce en la
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membrana y provoca la lisis celular (Fig. 9B); ej. de este mecanismo estan las

cecropinas y la indolicina.

3) En el modelo del poro toroidal, los péptidos agregados a la superficie de la membrana
inducen despolarizacion de la membrana y forman un poro transmembrana que
conduce a la muerte celular, durante la formacion del poro las regiones polares de los
péptidos se alinean con las partes polares de lipidos (Fig. 9C); ej. de este mecanismo:
la lacticina, tripticina y pleurocidina.

4) Otro mecanismo es el “modelo de electroporacion”, en €l se propone la formacién de
poros bajo la influencia de un campo eléctrico, esto solo ocurrird cuando los péptidos
tienen una densidad de carga suficiente para generar un campo eléctrico que permita
la formacion de poros en la membrana celular (Fig. 9D); ej. la polimixina B y la

melitina (Hafeez et al., 2021; Teixeira et al., 2012).

Los AMPs no ejercen su funcién tnicamente sobre la membrana celular, son capaces de
traspasarla, acumularse internamente y unirse a un objetivo intracelular. Los modelos
propuestos para la internalizacion de los AMPs no permeabilizantes son: “modelo de
agregado”, en ¢l los AMPs se unen a las cabezas de los fosfolipidos, se agrupan y forman
agregados micelares transitorios que contienen agua, estos agregados permiten la
translocacion del péptido través de la membrana. Este modelo propone que los péptidos
forman grupos transmembrana de corta duracion, lo que permite que los péptidos atraviesen
sin causar una despolarizacion significativa que cause lisis celular; y el “modelo de balsa de
hundimiento”, se propone que hay un desequilibrio de la proporcion de masa por la
preferencia de union a un dominio lipidico particular de la membrana, este desequilibrio
genera una desproporcion que lleva a la translocacion del péptido a través de un aumento en
la curvatura de la membrana localmente (Fig. 9E). Se cree que los AMPs no estan
estructurados en solucion y adquieren una conformacion plegada anfipatica al interaccionar
con las membranas bioldgicas. Esta interaccion es mediada por una atraccion electrostatica

(Teixeira et al., 2012).
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Figura 9. Mecanismo de accién permeabilizante y no permeabilizante sobre la membrana
celular de AMPs. A) modelo de barril, B) modelo de alfombra, C) modelo de poro toroidal, D)
modelo de electroporaciéon y E) modelo de balsa de hundimiento. Las descripciones e la imagen se
encuentran en el texto. Las regiones hidrofilicas e hidrofobicas de los AMP estan representadas en
azul y rojo, respectivamente. La cabeza hidrofilica y la cola hidrofébica estan representadas en cian
y naranja, respectivamente. Imagen modificada de Camilio (2013).

1.3. Péptidos antimicrobianos de plantas

Los AMPs de plantas juegan un papel fundamental en la defensa de las plantas contra
patdgenos. La mayoria tiene un peso molecular entre 2 y 10 kDa, son principalmente basicos
y ricos en cisteinas (de 4 a 12), con las que forman puentes disulfuro que les permiten
estabilizar su estructura y termodinamica. Son producidos en raices, semillas, flores, tallos y
hojas de diversas especies; se expresan de manera constitutiva o son inducidos por la

respuesta al ataque de patdgenos (Guzman-Rodriguez et al., 2015).
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Su clasificacion estd basada en la identidad de su secuencia de aminoacidos, el nimero y
posicién de sus cisteinas y en general por sus estructuras terciarias (Tabla 4). Sus principales
funciones en las plantas son antibacterianas y antifingicas, aunque también tienen funciones
de tolerancia a metales pesados, estrés abidtico y en el desarrollo de la planta (Guzman-

Rodriguez et al., 2015; Nawrot et al., 2014).

Tabla 4. Clasificacion de los péptidos antimicrobianos de plantas. Adaptado de Guzman-
Rodriguez et al. (2015).

Familia e Actividad
disulfuro
Defensinas 3-4 Bacterias y hongos
Tioninas 34 Bacterias y hongos
| Ciclotidos | 3 ) Bacterias, virus, insegtos
Knottin-like 3 Bacterias gram(+) y hongos
Shepherdins 0 (lineal) B Bactezrias @ongosi
| MBP-1 | 2 ) Bacterias y hongoi
Ib-AMPs 2 Bacterias gram(+) y hongos
| LTP 3-4 ) Bacterias y hongoi
Esnaquina 6 Bacterias y hongos
Hevein-like 4 B Bacterias 7gram(7+) y hoggos
p-Barrelinas 6 Hongos
28 albuminas 2 Bacterias y hongos

1.3.1. Defensinas de plantas

1.3.1.1. Caracteristicas y estructura

Las defensinas de plantas son una familia de péptidos catidnicos que contienen de 45 a 54
residuos aminoacidicos. Estas se expresan en diferentes partes de la planta como hojas,
semillas, flores, raices, y frutos. Su expresion es inducida por el ataque de patdgenos, heridas
y estrés abiotico. Su principal actividad es antifingica; sin embargo, tienen actividad
antibacteriana y antiviral. Su estructura consta de un alfa-hélice, 3 laminas beta antiparalelas,

dispuestos en la configuracion Baff, contienen 8 cisteinas que les permite formar 4 puentes
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disulfuro para estabilizar la estructura (Fig. 10A). Las defensinas de plantas se han clasificado
por su estructura y la topologia de sus puentes disulfuro como cis-defensinas, debido a los

dos puentes disulfuro paralelos que unen la cadena f final (B3) a la hélice a (Fig. 10A)
(Guzman-Rodriguez et al., 2015; Kovaleva et al., 2020).

A)

cis-defensina

B1 B>

Figura 10. Clasificacion de las defensinas de acuerdo a su estructura secundaria. A) Esquema
de la estructura cis de una defensina. B) Esquema tridimensional de una defensina y su
conformacion cis, en especifico se muestra la defensina NaD1. En ambos casos, en azul y blanco se
esquematizan las laminas 3, mientras que en rojo se muestran las hélices a. Adaptado de Shafee et
al (2017).

Las defensinas de plantas tienen una identidad de secuencia que varia de menos del 35% a
mas del 90%. Los cisteinas que forman los ocho puentes disulfuro estan conservados en las
defensinas (C1 a C8). El nimero de residuos aminoacidicos entre las cisteinas C1 a C3 y C4
a C6 cambia de 3 hasta 10 aminoécidos, mientras que el nimero de residuos de aminoacidos
entre otras cisteinas se mantiene en 3, 1 y 3: C3-xxx-C4, C6 -x-C7 y C7-xxx-C8, donde x
denota cualquier aminoacido. Asi, los puentes disulfuro tienen el siguiente patron en la
cadena aminoacidica: C1-C8, C2-C5, C3-C6 y C4-C7 (Fig. 11). Existen algunas excepciones
al nimero de puentes disulfuro, por ejemplo, la defensina PhD1 posee 10 residuos de cisteina

para formar 5 puentes disulfuro (Kovaleva et al., 2020).
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C1 C2 C3XXXC4 Cs CoXC7XXXC8

Figura 11. Representacion esquematica de los puentes disulfuro de las defensinas de plantas.
Las letras C indican las cisteinas en la estructura. El nimero conservado de aminoacidos (X:
cualquier aminoécido) separa las cisteinas 3 y 4 (tres aminoacidos), 6 y 7 (un aminoacido) y 7y 8
(tres aminoacidos). Las lineas continuas en morado indican las formaciones de los puentes
disulfuro. Adaptado de: Kovaleva et al (2020).

1.3.1.2. Clasificacién

Las defensinas de las plantas ademas, se dividen en las clases I y II (Fig. 12). Estas clases
estan definidas por la estructura de sus precursores. Las defensinas de clase I contienen una
secuencia senal del reticulo endoplasmatico (RE) y un dominio de defensina maduro. Estas
defensinas son dirigidas a la via secretora y se acumulan en las paredes celulares y el espacio
extracelular. Por el contrario, las defensinas de clase II se producen a partir de precursores
mas grandes con una secuencia sefial de RE, junto con un dominio de defensina maduro y un
pro-dominio C-terminal que las dirige hacia la vacuola. En la vacuola se procesan
proteoliticamente para liberar la defensina madura y se almacenan. La mayoria de las
defensinas de clase II son producidas por especies solanaceas, donde se expresan en tejidos

florales y frutos (Guzman-Rodriguez et al., 2015).
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Figura 12. Clases de defensinas de plantas. A) Defensinas de clase I, B) Defensinas de clase II.
Las barras en diferentes tonalidades de rosa representan las secuencias de los dominios que dan
origen a las dos clases de defensinas, al final de cada una, en la esquematizacion de la defensina

madura se muestran los puentes disulfuro. Adaptada de Lay & Anderson (2005).

1.3.1.3. Actividad bioldgica y citotoxica

El papel de las defensinas de plantas en la proteccion contra patdégenos es principalmente
antifingica (como se describié anteriormente); sin embargo, participan también como
antibacterianos, antivirales, insecticidas, en el desarrollo de la tolerancia a los metales, y
pueden incluso jugar un papel en la reproduccion de la planta (Ishaq et al., 2019). Por otra
parte, se han descrito otras actividades biologicas para los diversos AMPs que las pone como
un foco atractivo en la busqueda de moléculas naturales con potencial medicinal. Se han
descrito diversas defensinas vegetales con actividad citotoxica y anticancerosa en diversas
lineas celulares. Por ejemplo, la sesquina (Vigna sesquipedalis) posee actividad
antiproliferativa en células de cancer de mama MCF-7 y de leucemia M1 (Wong & Ng,
2005), esta fue la primera descripcion de una defensina con actividad anticancerosa. Un afio

después, Wong & Ng demostraron el efecto citotoxico de la defensina lunatusina (Phaseolus
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lunatus), ésta suprime la proliferacion de la linea celular de cancer de mama MCF-7; sin

embargo, esta defensina también es citotoxica hacia células normales. Mas tarde, se
describieron defensinas que tienen actividad citotoxica en células cancerosas pero no en
células normales, entre ellas una defensina de frijol (Phaseolus vulgaris) que suprime el
crecimiento de células MCF-7, HepG2, HT-29 y Sila (Lin et al., 2009). Asi como la defensina
PaDef (Persea americana var. drymifolia), que es citotoxica para células de cancer de mama
MCF-7 y de leucemia (K-562 y Jurkat) (Guzman-Rodriguez et al., 2016; Flores-Alvarez et
al., 2018). Ademas, se han descrito mecanismos especificos de citotoxicidad de las
defensinas como: necrosis, este es ¢l caso de la defensina NaD1 (Nicotiana alata), probado
en células de melanoma (MM170) y de leucemia (Jurkat) (Poon et al., 2014). Otro
mecanismo descrito es el de apoptosis con defensinas como la y-tionina en células de cancer
de mama MCF-7 y la defensina PaDef en células de leucemia K-562 y Jurkat (Guzman-
Rodriguez et al. 2016; Flores-Alvarez et al., 2018). Por otra parte, se han descrito otros
mecanismos de citotoxicidad en defensinas humanas, entre ellos: FK-16, un fragmento de la
defensina humana LL-37, induce autofagia en células de cancer de colon (Ren et al., 2013);
y la B-defensina humana 2, cuyo efecto es dependiente de la concentracion, suprime la
proliferacion celular mediante un arresto del ciclo celular en la fase G1/S, esto fue probado
en las lineas celulares cancerosas A549 y A431 (Zhuravel et al., 2011). Adicionalmente, se
sabe que las defensinas vegetales pueden tener un efecto sinérgico con los
quimioterapéuticos, tal es el caso de la defensina y-tionina, utilizada en combinacion con
butirato de sodio (NaB) en células Caco2, en la que se demostr6 que el uso combinado puede

tener un efecto de sinergismo (Velazquez-Hernandez et al., 2021).

1.4. Apoptosis

1.4.1. Definicion y caracteristicas

La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso celular genéticamente controlado
por el que las células inducen su muerte en respuesta a determinados estimulos. De manera
natural, la apoptosis puede ocurrir durante el desarrollo, envejecimiento de las células y para

mantener la homeostasis de las poblaciones de células en los tejidos. Adicionalmente, la
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apoptosis puede ocurrir en respuesta al dafio celular provocado por enfermedades (ej. células

neoplasicas), por agentes toxicos o radiacion (Elmore, 2007; Pistritto et al., 2016).

En la muerte celular por apoptosis, la célula “empaqueta” su contenido citoplasmatico,
evitando asi que se produzca una respuesta inflamatoria (caracteristica de la muerte por
necrosis). En lugar de lisarse y, por lo tanto, derramar su contenido intracelular enzimatico
hacia el espacio intercelular, las células apoptdticas se encogen y se fragmentan formando
vesiculas pequenas que contienen el material celular. De esta manera, pueden ser
eficientemente fagocitadas y, consecuentemente, sus componentes son reutilizados por

macrofagos o por células del tejido adyacente.

1.4.2. Etapas de la apoptosis

El proceso de apoptosis se desarrolla en tres etapas: 1) induccion, 2) ejecucion y 3) formacion
de cuerpos apoptdticos. La induccion de apoptosis se activa mediante un estimulo o sefial,
que puede ser extracelular (mediada por receptores) o procedente de la propia célula (pérdida
de potencial de membrana mitocondrial) (véase activacion de la apoptosis). Algunos
estimulos que pueden desencadenar la induccion son: supresion de factores de crecimiento,
dafio al DNA que no es susceptible de repararse, la union de ligandos como CD95L ( también
conocido como FasL) y el factor de necrosis tumoral (TNF) a sus receptores CD95 (Fas) y
TNFR, respectivamente. La ejecucion resulta de las diferentes alteraciones que conducen a
la muerte de la célula, entre ellas se puede mencionar la contraccion del citoplasma, la pérdida
de la organizacion de la membrana plasmatica (la fosfatidilserina se transloca al exterior de
la célula), condensacion de la cromatina que deriva en la fragmentacion del DNA y la pérdida
de la adhesion celular. Estas alteraciones son resultado de la accion de caspasas y nucleasas.
En la tltima fase, la formacion de cuerpos apoptoticos, la célula se destruye sin liberar su
contenido al medio extracelular y los cuerpos apoptoticos que se forman son reconocidos y

fagocitados por macrofagos o granulocitos (Fig. 13) (Chmurska et al., 2021).
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Figura 13. Etapas de la apoptosis. A) Un estimulo inicial (extrinseco o intrinseco) desencadena el
inicio de la apoptosis. B) Condensacion de la cromatina, el niicleo se contrae y luego se fragmenta.
C) Condensacion del citoplasma, se crean burbujas caracteristicas del proceso en la superficie
celular. D) Formacién de cuerpos apoptdticos que contienen fragmentos celulares de organulos,
citoplasma y cromatina. E) Fagocitosis de los cuerpos apoptoticos por parte de los macrofagos.
Tomada de: Chmurska et al (2021).

1.4.3.  Vias de induccidn de la apoptosis

Existen dos rutas principales a través de las cuales se puede inducir la apoptosis en la célula:
1) la ruta de receptores de muerte o ruta extrinseca, y 2) la ruta mitocondrial o ruta intrinseca.

Ambas vias estan vinculadas y pueden influirse mutuamente.

1.4.3.1. Viade receptores de muerte o via extrinseca

La via extrinseca o de receptores de muerte recibe sefiales proapoptoticas desde el exterior y
de las células circundantes. En este proceso se involucran los receptores de la stiper familia
de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR), con sus respectivos ligandos de la
familia de proteinas TNF. Los complejos de receptor-ligando incluyen: TNFR1-TNFa, FAS
(CD95, APO-1)-FasL, TRAILR1 (DR4)-TRAIL y TRAILR2 (DRS5)-TRAIL. Estos
receptores tienen un dominio intracelular denominado dominio de muerte (DD), que induce

la sefializacion de la apoptosis. La union del ligando con su respectivo receptor genera
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cambios conformacionales que revelan el DD citoplasmatico que se une a las proteinas

adaptadoras (FADD/TRADD), que a su vez secuestran las pro-caspasas 8 y 10
(caracteristicas e iniciadoras de la ruta extrinseca) formando un complejo (denominado DISC
cuando el complejo es FASR/FasL), este complejo aumenta la concentracion local de pro-
caspasas y promueve la activacion de las caspasas 8 y 10 a través de su escision. La activacion
de las caspasas iniciadoras da como resultado la activacion (escision) de las caspasas
ejecutoras: caspasas 3, 6 y 7. La sefial de activacion de caspasas ejecutoras se propaga por el
citoplasma y comienzan los cambios conformacionales caracteristicos de la célula en la fase
de ejecucion de la apoptosis; se activan enzimas hidroliticas como proteasas y nucleasas que
ayudan a la desintegracion de las estructuras celulares, se inactivan sistemas de reparacion
celular y se generan cambios como la fragmentacion del DNA. En esta misma ruta las
caspasas 8 y 10 pueden activar a otra proteina denominada BID, que posteriormente activa
a las moléculas Bax y Bak, efectores de la ruta intrinseca de la apoptosis, momento en que
convergen ambas vias de la apoptosis (Fig. 14) (Chmurska et al., 2021; Opdenbosch &
Lamkanfi, 2019; Pistritto et al., 2016).
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Figura 14. Vias de induccién de la apoptosis. Del lado izquierdo se muestra la ruta intrinseca de
la apoptosis activada a través de la despolarizacion de la membrana mitocondrial. Por su parte, del
lado derecho se observa la via extrinseca de la apoptosis activada por los receptores de muerte.
Obtenido de: BIORAD.

1.4.3.2. Via mitocondrial o intrinseca

La via de induccién mitocondrial o intrinseca puede desencadenarse como resultado de un
incremento en la concentracion de iones calcio (Ca®"), especies reactivas de oxigeno (ROS),
hipoxia, déficit hormonal y de factores de crecimiento. Las proteinas de la familia de Bcl-2,
en especial Bax y Bak, neutralizan a las proteinas antiapoptoticas Bcl-2, Bel-xL y Mcl-1,
regulando asi la induccién de esta via de apoptosis ejerciendo su accion sobre la mitocondria.
La activacion de proteinas pro-apoptoticas de la familia de Bcl-2 producen un poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (PTP) que permite la liberacion de proteinas del
espacio intermembrana; entre ellas, el citocromo c. Una vez en el citoplasma, el citocromo ¢
se une a un factor proteinico denominado Apaf-1 (factor activador de la proteasa de la
apoptosis-1) y a la pro-caspasa 9 para formar un complejo denominado “apoptosoma”. El
apoptosoma permite la escision de la pro-caspasa 9 para convertirla en una caspasa activa.
Una vez activada, la caspasa-9 escinde las caspasas efectoras; la caspasa 3 y 7 activandolas,
esto desencadena la fase efectora de la apoptosis antes descrita. Ademas del citocromo c, se
liberan diversas proteinas como el factor inductor de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G,
que se translocan al ntcleo y participan en la compactacion de la cromatina (Fig. 14)
(Chmurska et al., 2021; Pistritto et al., 2016). Por otro lado, la proteina SMAC (pequefio
activador de caspasas derivado de la mitocondria) se une a la proteina IAP (inhibidor de
apoptosis) para desactivarlo, esta unidon ocurre luego de su liberacion al citoplasma. Otros

inhibidores posibles de IAP son DIABLO y Omi (Xu et al., 2019).

3.4.3.3. Efectores de apoptosis

Las caspasas son proteasas de cisteina que participan en el inicio y ejecucion de la apoptosis.
Estas proteinas contienen un dominio amino-terminal seguidas de subunidades cataliticas
grandes y pequefias que juntas forman el dominio proteasas. En cuanto a su actividad, las

caspasas son proteasas especificas que escinden en un residuo aminoacidico de Asp o Glu.
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De acuerdo a la funcién que realizan en el proceso de apoptosis, las caspasas se han

clasificado como: caspasas iniciadoras, a la caspasa 8 (via extrinseca) y la caspasa 9 (via
intrinseca), aunque existen mas en esta categoria (caspasa 2, 10 y 11); y las caspasas efectoras
que son las caspasas 3, 6 y 7. Todas las caspasas se producen como zimdgenos
cataliticamente inactivos y deben sufrir una protedlisis para ser activadas. Las caspasas
efectoras se activan a través de las caspasas iniciadoras, por su parte, las caspasas iniciadoras
se autoactivan generalmente al estar asociadas a un complejo proteinico (ej. caspasa 8 a DISC
y caspasa 9 a apoptosoma). Los sustratos celulares conocidos de las caspasas ejecutoras
incluyen: componentes estructurales (actina, lamina nuclear), proteinas reguladoras (cinasas
dependientes de DNA), inhibidores de desoxirribonucleasa y otras proteinas caspasas para

su activacion (Opdenbosch & Lamkanfi, 2019; Shi, 2002; Xu et al., 2019).

Otros efectores de apoptosis son la familia de proteinas Bcl-2, que son los responsables de la
regulacion de la apoptosis. Se clasifican como antiapoptdticos y proapoptdticos de acuerdo
a la funcidon que realizan. Esta clasificacion también estd basada en los dominios que
contienen las proteinas. Los miembros antiapoptoticos contienen 4 dominios de homologia
BH. Por su parte, los miembros proapoptdticos se clasifican en dos familias por la similitud
de su secuencia en la forma de dominios BH (homologia Bcl-2): los que contienen 3 dominios
de homologia BH (multidominio) y los que solo poseen el dominio BH3. Estas proteinas
contienen también un dominio hidrofobico C-terminal (TM) que les ayuda a asociarse con la

membrana mitocondrial (Parsons & Green, 2010) (Fig. 15).
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Figura 15. Miembros de la familia Bcl-2. A) miembros antiapoptéticos, B) miembros
proapoptoticos. Se ilustran diagramas esquematicos de los grupos divididos por funcién
(proapoptoéticos y antiapoptoticos) asi como por el nimero de dominios que presenta su estructura
(BH y TM). Adaptado de: Parsons & Green (2010).

1.4.4. Laapoptosisy el cancer

Las desregulacion en la apoptosis (resistencia a la muerte celular) es un sello distintivo del
cancer (véase seccion de cancer). Las alteraciones en la apoptosis participan en el desarrollo
y progresion del tumor, pero también, en la resistencia del cancer las terapias. Las
alteraciones en la apoptosis pueden incluir: alteraciones en los receptores de muerte (ej.
pérdida de FASR), alteracion en la expresion de las proteinas proapoptéticas y
antiapoptoticas (sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas y regulacion a la baja de
proteinas proapoptoticas), funcion reducida de las caspasas o alteraciones en p53. La
restauracion de las vias apoptdticas es uno de los atractivos en la busqueda de terapias contra

el cancer (Pistritto et al., 2016).
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2. ANTECEDENTES

Hasta el momento, se han reportado 3324 péptidos, de los cuales 262 (7.8%) tienen actividad
citotoxica. En nuestro grupo de trabajo, se han estudiado dos péptidos antimicrobianos con
efecto citotoxico, en especifico dos defensinas de plantas: y-tionina, una defensina de chile
habanero (Capsicum chinense), y PaDef, una defensina de aguacate (Persea americana var.
drimyfolia). PaDef presenta actividad citotoxica en células de cancer de mama (MCF-7) y en
células de leucemia mieloide aguda K-562, en ambos casos a través de un proceso de tipo
apoptdtico. PaDef desencadena la apoptosis intrinseca en las células MCF7, mientras que en
la linea K-562 se desencadena la apoptosis a través de la via extrinseca. Ademas, se demostro
que el efecto citotoxico de PaDef es selectivo, es decir, que el péptido es citotoxico en células
cancerosas, pero no en células normales. Esto fue demostrado en células mononucleares de
sangre periférica, en la que los tratamientos con PaDef en concentraciones crecientes no

afectaron la viabilidad celular (Flores-Alvarez et al., 2018; Guzman-Rodriguez et al., 2016).

En cuanto al efecto citotoxico de la defensina y-tionina, esta se probd en células de cancer de
mama (MCF-7), en la linea de leucemia mieloide cronica (K-562) y en una linea de leucemia
linfoide aguda (Jurkat). Al igual que PaDef, y-tionina produce la muerte celular a través de
un proceso de tipo apoptotico, inducido por la via intrinseca para MCF-7 y Jurkat, mientras
que para K-562 fue a través de un proceso dependiente de calpainas (Guzman-Rodriguez,
2016; Flores-Alvarez, 2018). Por otra parte, también se ha probado el efecto combinado de
y-tionina con butirato de sodio (NaB) en células de cancer de coldon (Caco-2), en la que se
observd que el efecto combinado del péptido con NaB mejora la actividad citotoxica del
acido graso en dicha linea celular (Velazquez-Hernandez et al., 2021). Ademas, se determino
que la actividad citotoxica de y-tionina en células de cancer de mama (MCF-7) esté4 asociada
a cambios epigenéticos, se observd que el tratamiento con y-tionina inhibe la actividad de
HDACs y como consecuencia se incrementan los niveles de acetilacion de la lisina 9 (K9) en
la histona 3 (Arceo-Martinez et al., 2018). Este fue el primer reporte de una defensina de

plantas cuyo efecto epigenético se asocid a su actividad citotdxica en células de cancer.
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3. JUSTIFICACION

El cancer sigue siendo un importante problema de salud a nivel mundial. En el 2020, de
acuerdo con el GLOBOCAN, se reportaron 19.3 millones de nuevos casos de cancer a nivel
mundial y casi 10 millones de muertes por esta misma causa (Sung et al., 2021). En las
leucemias, el reporte para 2020 indica que ubican en el decimoquinto lugar en incidencia de
cancer y el undécimo lugar en mortalidad a nivel mundial. De las muertes observadas por
leucemia, mas de la mitad (57.56%) se produjeron en pacientes mayores de 60 afios. Por otro
lado, para la poblacion infantil las leucemias son el cancer con mayor incidencia en menores
de 5 afios, con el mayor porcentaje de muertes por cancer para esta poblacion. El progreso
en el tratamiento para las leucemias ha sido considerable, debido a que se ha mejorado la
estandarizacion de los regimenes de quimioterapia, y que se han desarrollado nuevas
alternativas para tratar a los pacientes con leucemias; por ejemplo, el desarrollo de terapias
dirigidas, el uso de anticuerpos o la terapia epigenética (Du et al., 2022). Sin embargo, no
toda la poblacion de pacientes con leucemia es candidata al régimen completo de
quimioterapia (sobre todo adultos mayores), esto limita la respuesta a la terapia; ademas,
tanto la quimioterapia, como las terapias usadas hasta el momento, incluidas las terapias
epigenéticas, son altamente toxicas. Otro problema a enfrentar es la resistencia a los
tratamientos convencionales, la cual es recurrente en los pacientes con leucemia, esto
representa también un obstadculo en la recuperacion. Esto indica que la prioridad en la
busqueda de moléculas antileucémicas estd en la disminucion o eliminacioén de los efectos
toxicos, asi como la busqueda de moléculas que ayuden a revertir o evitar la resistencia a los
farmacos convencionales. Una opcion atractiva, es el uso de péptidos antimicrobianos
(Madera & Hoskin, 2016). Estos poseen diversas ventajas frente a los tratamientos
convencionales: pueden presentar toxicidad selectiva frente a células cancerosas (Flores-
Alvarez et al., 2018; Guzman-Rodriguez et al., 2016); otra ventaja es que son menos
susceptibles a los mecanismos de resistencia (El Shazely et al., 2020); pueden mejorar la
actividad de otras moléculas al usarse en combinacion (Velazquez-Hernandez et al., 2021);
y en algunos casos los mecanismos de muerte que activan son de tipo apoptdtico, esto es
deseable, ya que evitan los procesos inflamatorios producidos por la lisis celular (Adeyinka

& Bashir, 2022). Asimismo, existe un reporte directo de nuestro grupo de trabajo en el que
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se determin6 que el efecto citotoxico del péptido y-tionina esta asociado a modificaciones
epigenéticas globales en la histona 3 (Arceo-Martinez et al., 2018). Esto representa una
ventaja ya que las células cancerosas tienen una alta frecuencia de alteraciones epigenéticas,
y a diferencia de las mutaciones genéticas, las alteraciones epigenéticas son reversibles, esto
implica que las células cancerosas son vulnerables al tratamiento con modificadores
epigenéticos. Ademas, la combinacion de farmacos epigenéticos con otras terapias ha surgido
como una estrategia atractiva para el tratamiento del cancer. La combinacién de
quimioterapia y terapia epigenética ha logrado mejorar la respuesta a la quimioterapia y
disminuir la resistencia a los firmacos de la quimioterapia, asi como a los farmacos dirigidos;
el uso combinado de terapia epigenética genera un efecto sinérgico, y es prometedor en
pacientes con leucemia que no son candidatos a la quimioterapia. En la terapia
inmunomoduladora se pueden evitar las presentaciones alteradas de antigeno o las respuestas

insuficientes de las células T a través del uso combinatorio con terapia epigenética (Feng &

De Carvalho, 2022).

De tal forma que, en la busqueda de alternativas terapéuticas para las leucemias, las
moléculas naturales con efectos citotoxicos y epigenéticos en células cancerosas, resultan
una atractiva alternativa de estudio. Para tal efecto, un primer acercamiento es determinar si
el efecto citotoxico de y-tionina y PaDef en las lineas de leucemias K-562 y Jurkat esta

asociado a la regulacion de modificaciones epigenéticas en las histonas.
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4. HIPOTESIS

El efecto citotoxico de los péptidos antimicrobianos y-tionina y PaDef sobre las células de
leucemia linfoide aguda Jurkat y de leucemia mieloide crénica K-562, estd asociado a

modificaciones epigenéticas en las histona 3.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las modificaciones epigenéticas asociadas a la actividad citotoxica de los

péptidos antimicrobianos y-tionina y PaDef en las lineas celulares K-562 y Jurkat.

5.1. Objetivos especificos

1. Establecer el mecanismo de accidn citotoxico del péptido antimicrobiano PaDef en

la linea celular Jurkat.

2. Determinar las modificaciones epigenéticas en la histona 3 que inducen los péptidos

y-tionina y PaDef en las lineas celulares Jurkat y K-562.
3. Analizar los cambios en la actividad enzimatica de los modificadores epigenéticos

inducidas por los péptidos antimicrobianos y-tionina y PaDef en las lineas celulares

Jurkat y K-562.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo 1
Citotoxicidad

PaDef en células Jurkat

Objetivo 2

Modificaciones
epigencticas en la
histona 3

PaDef en células Jurkat
y-tionina en células Jurkat

y-tionina en células K562

Objetivo 3

Actividad enzimadtica
de modificadores
epigenéticos
PaDef en células Jurkat

y-tionina en células Jurkat

y-tionina en células K562

Viabilidad

Daiio a la membrana
celular

Apoptosis

Ciclo celular

Marcas de acetilacion

Marcas de metilacion

Marca de
fosforilacion

Actividad de HDACs

Actividad de KDMs
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MTT

SYTO 9/1P

Potencial de membrana
celular

Liberacion de calcio
extracelular

Externalizacion de
fosfatidilserina

Potencial de membrana
mitocondrial

Actividad de caspasas

Produccion de ROS

Expresion de genes/
proteinas, familia Bel-2

H3K9Ac¢
Acetilacion global
H3K9me2
H3K9me3

H3K4me3

H3S10P

Clase I
(HDAC1,2,3y8)

LDSI

JMID2A
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7. RESULTADOS

Los se resultados se presentan en 3 capitulos:
a) Capitulo 1 corresponde al articulo de investigacion original

Jiménez-Alcantar P., Lopez-Goémez R., Lopez-Meza J.E. and Ochoa-Zarzosa A. (2022).
PaDef (Persea americana var. drymifolia), a plant antimicrobial peptide, triggers apoptosis,
and induces global epigenetic modifications on histone 3 in an acute lymphoid leukemia cell
line. Frontiers in Molecular Bioscience. 9: 801816.
https://doi.org/10.3389/fmolb.2022.801816

b) Capitulo 2 actividad epigenética de y-tionina en las linea celular K-562 y Jurkat.
Cytotoxic effect of the antimicrobial peptide y-thionin (Capsicum chinense) is associated
with global epigenetic modifications in histone 3 in a chronic myeloid leukemia line and an
acute lymphoid leukemia cell line.

c¢) Capitulo 3 articulo de divulgacion
Jiménez-Alcantar P. & Ochoa-Zarzosa A. (2020) Obesidad: ;Cémo afecta nuestra salud lo
que mama comi6 durante el embarazo?. Milenaria Ciencia y Arte. Revista de divulgacion de

la facultad de salud publica y enfermeria de la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo. Afio 9, nimero 15. ISSN: 2395-9436.
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7.1. CAPITULO 1.

PaDef (Persea americana var. drymifolia), a plant antimicrobial peptide, triggers
apoptosis, and induces global epigenetic modifications on histone 3 in an acute

lymphoid leukemia cell line
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PaDef (Persea americana var.
drymifolia), a Plant Antimicrobial
Peptide, Triggers Apoptosis, and
Induces Global Epigenetic
Modifications on Histone 3 in an Acute
Lymphoid Leukemia Cell Line

Paola Jiménez-Alcantar’, Rodolfo Lépez-Gémez?, Joel E. Lopez-Meza' and
Alejandra Ochoa-Zarzosa'*

'Centro Mutidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Mexico, “Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas, Universidad Michoacana de San
Nicolds de Hidaigo, Morelia, Mexico

In recent years, it has been recognized that epigenetic alterations play an important role
in the development and maintenance of cancer, including leukemias. Furthermore, itis
known that these alterations are involved in the emergence of resistance to
conventional chemotherapeutics. Consequently, molecules with an anticancer
activity whose activity is ruled by epigenetic modifications are attractive to search
for new therapies against cancer. The plant antimicrobial peptides have been widely
evaluated as molecules with anticancer activity; however, the analysis of the epigenetic
regulation induced by these molecules associated with this activity is scarce and still is
an unexplored field. In this work, we show that the PaDef defensin, a plant antimicrobial
peptide from Mexican avocado fruit (Persea americana var. drymifolia) is cytotoxic for
Jurkat cell line from acute lymphoid leukemia cells, through an apoptotic process.
PaDef inhibited cell viability in a concentration-dependent manner, with an ICso =
47.3 uM. Treatment of Jurkat cells with PaDef (ICs0) induced cell death by apoptosis
dependent on caspases 8 and 9; besides, it was related to an increase in the
production of reactive oxygen species and the loss of mitochondrial membrane
potential. Interestingly, the inhibition of caspase activation by inhibitors of caspases
8 and 9 does not revert the reduction in viability, suggesting that other mechanisms, in
addition to caspase activity, could be participating in the PaDef cytotoxic effect. Also,
the modifications in the histone 3 tails induced by PaDef in Jurkat cells were evaluated,
specifically acetylation and methylation. PaDef increased global histone 3 acetylation

Abbreviations: Act-D, Actinomycin D; ALL, Acute Lymphoblastic Leukemia; AMP, Antimicrobial Peptide; CI, Combination
index; DMSO, Dimetil sulfoxide; H3, Histone 3; H3K9Ac, Acetylation of lysine 9 on Histone 3; H3K9me2, Dimethylation of
lysine 9 on Histone 3; H3K9me3, Trimethylation of lysine 9 on Histone 3; HDAC, Histone deacetylase; IARC, Intemational
Agency for Research on Cancer; ICsy, Inhibitory concentration 50; iHDAC, Histone deacetylase inhibitor; PaDef, Persea
americana var. Drymifdlia; PBS, Phosphate buffered saline; PMA, 4alpha-Phorbol 12-myristate 13-acetate; ROS, Reactive
Oxygen Spedes; WHO, World Health Organization.
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and lysing 9 specific marks i2-fold and up to 4-fold, respectively). These s'fects
corrclated with the reduction of the Histone Deacetylase activity (HDAC, ~50%).
Based on methylation marks, Palef treatinent increased lysine 9 di- and tri-
methylation tags (?-fold in both cases). The epigenetic modulation induced by
PalDel on Jurkal cells could be related to the chromalin compaction-decompaction
promoting gene exprassion or repression; however, further studies are nacessary to
correlate these marks with the transeription of specific gencs. Theretore, the study of
new maolscules that may have anticancer activity through epigenetic modulation is

intcresting.

Kaywords plam defensin, apoptosis, Laukemia, PaDef defensin, apigenetic modifications, Histona deacetylase

inhibitor

INTRODUCTION

Cancer remains a serious threat worldwide. According 1o
GLOBOCAN (2020), leukemias represent the 15th number
of diagnosed cancer and the Llth place in cancer deaths
worldwide. Data ol the International Agency for Research
on Cancer (IARC) ol the World Health Organization (WHO)
reparts in 2018 around 430,000 new cases aof lenkemia
worldwide and 300,000 deaths for this cancer
(Intzrnationa] Agency fur Research un Cuancer, 2020} Of
lhe total of lenkemia cases, 75% correspond 1o cases of
Acute  Lymphaoblastic {ALL)  (Interraticna.
Agency for Research or Cancer, 2020).

ALL arises [rom progressive malignant transformation and
mcontrolled  proliferation  of  lymphoid  hemataopoietic
progenitor cclls, which accumulate in the bone marrow,
blood, and extramedullary sites (Terwiliger and Abdul
Hay, 2017). The two main groups of this pathology ure
B-rell ALL and ‘J'-cell AlLL, and &0% ot the total cases
occur in children (Terwiliger and Abdal Hay, 2017). The
majority of cases (85 90%) correspond to B cell ALL, which
yenerally has a good prognosis and a high cure rate (Bhojwani
ob L, 215); hawever, when refapses are reported (10-15%)
the discase usually culminates in early mortality (W and Li,
2018). The remaining percentage of total ALL cases (10-15%)
corresponds to T-cell ALL that have a poor prognosis, with
high relapse rates and Jow chances of recovery (Bhnjwani
ctal., 2013}, On the other hand, ALL in young and older aduits
has 4 worse prognosis with increasing age. The prognosis in
older adults is poor becanse comorbidities prevent the
administration of established chemotherapy regimens. Also,
alterations that generate resistance to chemotherapeutic
lrealmenis can often {Acdoss et oal, 2019)
Furthermore, relapse in ALL is still a major canse of death
rclated to this cancer for all ages (Roberts, 201%). [n recent
years, conventiona chemotherapy has increased cure rates in
ALL pediatric patients by up 1o 90% in developed countries
(Paul et al, 201n). However, no substantial progress has been
made to improve the cure rate in adults. Besides, the side
effects of chemotherapy (myelosuppression, hepatotoxicity,
cardiotoxicity} reduce the quality of lite of patients andior
may put them at risk. Likewise, highlights the fact that

Lenkemia

occur
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conventional chemotherapy is still insufhcient to treat the
entire population that presents the disease, and the search for
new therapeutic strategies is essentiad W and Li, 2018).

During the last tew years, therapies with an epigenetic
approach have emerged as a promise to improve responscs to
conventionad chemotherapeutic  tresiments. It has  been
recognized  that  epigenetic only ply a
findamental role in the initiation and development of cancer
but also are fandamental for the appearance of chemeoresistantce.
Uniike genetic mutations, epigenetic alterations ure reversible,
this lact makes them an attradive farget tor the search lor
epigenctic therapies against cancer {Gambacorta et al, 2019,
Hajji ct al,, 2021).

Antimicrobial peptides (AMPs) are attractive modecudes as an
alternative tor cancer treatment, due they are cytotoxic tor tumor
cells, show lower development of resistance, and have certain
specificity towards cancer cells (Deslouches and Di, 2017). AMPs
are produced by a great diversity of organisms {animals, plants,
bacteria, tungi, protists, and archaea) as an essential component
of their innate immunc response (Sinha and Shuxlz, 2019, AMPs
usuady are short cationic molecules, ranging from 10 to 50 aa
long and structurally form a-helices, B-sheets, extended
structures, and Inaps (Desiauches and D, 201% Haney o7 al.,
2017). The main tunction associated with AMPs is to protect
against  pathogens; however, immunomodulatory f(unctions
(Hazlett and Wi, 2011), mitogenic (Wong et al. 2006),
antiangingenic (Van Zoeggel o al, 20012), and antitumor
properties (Ren et al, 2012 Guzmidn Rodrigucz ot al., 2016
Florgs-Avarez 21 a_, 2018) have been described. To date, 3257
AMPs have been reported (hitpsi/apsammeedw)), of which
about 77% have a cytatoxic activity te cancer crils.
Noteworthy, some AMPs are not toxic to normal mammaiian
vells and have a broad spectrum of cvlotoxic adivity on {umor
cells. Alsa, it has been described the epigenetic moduiation of
AMPs related to anticancer activitics, as is the casc of lunasin, a
peptide derived from soy thatinhibits the acetylation of Histone 3
and 4 (Wan e, 2017; Janssens el as, 2019). This [act increases
the relevance of the sidy of AMP as an attractive source of new
therapies against cancer.

Plant defensins are cationic AMPs with 45 55 aa residues,
notwithsianding their diversily in the aa sequence, these AMPs
possess clear amina acid canservation in some of their positions,

allerations  nal
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FIGURE 1| The antimicrobial peptide PaDef is cytotoxic to Jurkat acute lymphoid leukemia cells. (A) Effect of PaDef on the viabilty of Jurkat cells. Cels were treated
under increasing concentrations of the peptide (9.6, 19.2, 38.5, and 58 uM) for 24 h and analyzed by MTT. The data show the percentage of cell viability. DMSO (0.98%)
was used as avehide and Actinomycin D 0.5 pM (Act-D) as a positive death control. Data represent the mean of three independent experiments performed in triplicate.
Different letters denote significant differences within the treatments (one-way ANOVA and Tukey's comparison, p < 0.05). (B) The half-maximal inhibitory
concentration (IC.,.) was calculated by Iinear regression analysis; IC: 47.3 uM; R? =
different treatment conditions are shown. Cells were treated with PaDef and vehicle (DMSO 0.98%), Actinomyein D 0.5 uM (Act-D) was used as a positive death control,
and 10,000 events were analyzed. (D) Cell morphology of Jurkat after 24 h of treatment. Representative photographs taken by light-field microscopy are shown. Vehicle
(DMSO 0.98%), PaDef 47.3 yM and Actinomycin D (Act-D) 0.5 pM. Scale bar 20 pm.

0.9470. (C) Evaluation of PaDef IC., by flow cytometry. Representative plots of the

such as 8 cysteine residues that allow them to form 4 disulfide bridges.
Plant defensins are expressed in seeds, leaves, roots, barks, pods,
tubers, fruits, and flower organs and their main functions involve
antifungal and antibacterial activities; however, some defensins have a
toxic effect on cancer cells without harming healthy cells (Guzman-
Rodriguez et al, 2015; Parisi et al., 2018). Previously, we have shown
that defensin y-Thionin from Capsicum chinense, a plant
antimicrobial peptide with cytotoxic activity towards MCF-7
breast cancer cells, modulates global Histone 3 acetylation and

methylation marks, increasing the lysine 9 acetylation mark
(H3K9Ac) and lysine 9 dimethylation mark (H3K9me2) (Arceo-
Martinez et al, 2018). However, the role of epigenetic modulation of
AMPs in their cytotoxic activity is still an understudied field.

In previous work, we demonstrated that the PaDef defensin
from Mexican avocado (Persea americana var. drymifolia) is
cytotoxic to MCF-7 breast cancer cells, through the induction
of apoptosis intrinsic pathway (Guzmdn-Rodriguez et al,
2016). On the other hand, the cytotoxic effect of the

Frontiers in Molecular Biosciences | www.frontiersin.org
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FIGURE 2| The antimicrobial peptide PaDef does not affect the membrane integrity of Jurkat cells. (A) Changes in membrane potential were analyzed with a dye
sensitive to changes in membrane potentia [DISC3(5), 200 pM]. Cells were incubated with the dye for 30 min at 37°C, basal optica density was assessed and
subsequently treatments: Vehicie (DMSO 0.98%), PaDef (47.3 pM), and Valinomycin (200 pM, positive control) were added and monitored for about 3.5 h with
measurements every 2 min. (B) Cytosolic calcium efflux was analyzed by flow cytometry using the calcium assay kit (BD Biosciences). Measurements were
performed for 5 min. For readings, a baseiine fluorescence of 1 min was estabished, then the treatments were placed and the fluorescence intensity was monitored for
another 4 min. The top panei shows the representative plots with the different treatments: Vehicle (DMSO 0.98%); PaDef (47.3 uM) and phorbol- myristate-acetate (c;
PMA, Sigma) as a positive control. Arrows indicate the time at which the treatments were added. FRU (Fluorescence Relative Units). (C) The graph coresponds to the

peptide was tested in the hematological cell line K562 from
chronic myeloid leukemia, inducing apoptosis through the
extrinsic pathway (Flores-Alvarez et al,, 2018). Additionally,
the peptide has been tested in peripheral blood mononuclear
cells without showing a cytotoxic effect (Guzman-Rodriguez
et al., 2016; Flores-Alvarez et al., 2018).

In the present work, we show that PaDef is cytotoxic to the
acute lymphoid leukemia cell line Jurkat, activating the extrinsic
and intrinsic pathways of apoptosis. Furthermore, we assessed
whether the PaDef cytotoxicity was related to epigenetic
modifications in the histone 3 (H3), specifically the global and
lysine 9 (K9) acetylation marks, as well as changes in the di- and
trimethylation (me2 and me3) marks of H3 lysine 9.

Fronters in Molecular Biosci

ww.frontiersinorg B

MATERIALS AND METHODS
Peptide

The peptide used in this work corresponds to the mature region of
PaDef (ATCETPSKHFNGLCIRSSNCASVCHGEHFTDGRCQG
VRRRCMCLKPC, 47 aa) (Genbank KC007441) (Guzman-
Rodriguez et al, 2013). This peptide was chemically
synthesized and obtained from BIOMATIK. The peptide at a
concentration of 962 uM was resuspended in 20% dimethyl
sulfoxide (DMSO), and then air oxidized for 5days at room
temperature for disulfide bond formation. For all of the
experiments, the final concentration of vehicle (DMSO) was
0.98%, which was also used as a control. The peptide was used

2 | Volume 9|
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FIGURE 3| PaDef antimicrobial peptide induces apoptosis in Jurkat acute ymphoid leukemia line. Representative flow cytometry plots of the different treatments
are shown;, (A) Vehicle (DMSO 0.98%); (B) PaDef (47.3 pM); (C) Actinomycin D 0.5 pM (Act-D). Annexin V/7AAD staining was used to establish the apoptotic rate.
Quadrants indicate viable cells (lower left quadrant), early apoptosis (lower right quadrant), late apoptosis {upper right quadrant), and necrotic cells (upper left quadrant).
(D) The graph shows the relative fluorescence units for each condition. Each bar shows the mean of triplicates + SE of three independent experiments. A mininum
of 7,000 events per sample was collected. Different letters denote significant differences within the treatments (one-way ANOVA and Tukey's comparison, p < 0.05).

in a concentration range of 9.6-58 uM in agreement with the
results observed from a previous study in the leukemia cell line
K562 (Flores-Alvarez et al, 2018). Primary and secondary
structures of the peptide are shown in Supplementary Figure S1.

Jurkat Cell Culture

The Human Jurkat cell line was obtained from American Type
Culture Collection (ATCC). Cells were cultured in RPMI-1640
medium (Sigma) supplemented with 12.5% fetal bovine serum (v/
v) (FBS, Corning) and 100 U/mL penicillin and streptomycin
(Gibco), in an atmosphere of 5% CO, and at 37°C.

MTT Viability Assay and Determination of

the Half-Maximal Inhibitory Concentration
(ICs0)

Jurkat cells (2 x 10" cells/well) were cultured in 96-well plates and
synchronized in RPMI-1640 medium by serum deprivation for
approximately 18 h. Cells were then treated with PaDef peptide
9.6-58 uM and DMSO (0.98%, control) and incubated for 24 h as

Frontiers in Molecular Biosciences | www.frortiersin.org

reported (Flores-Alvarez et al,, 2018). After incubation with the
treatments, 10puL of MTT solution (5mg/mL, Sigma) in
phosphate-buffered saline (PBS 138 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
10mM Na,HPO, and 10mM KH,PO,) was added to each
well and incubated for 4h at 37°C. Finally, formazan crystals
were dissolved with acidic isopropanol (100 pL, 95% isopropanol,
and 5% 1IN HCI). Absorbance measurements were performed in a
microplate reader (Bio Rad) at 595 nm. Actinomycin D (0.5 uM,
Act-D) (Cayman Chemical) was used as a positive control for cell
death. The half-maximal inhibitory concentration (ICs,) was
calculated by linear regression analysis using the program
GraphPad Prism 8. To corroborate the ICs, calculated, a flow
cytometric assay was performed using SYTO 9 fluorescent green
and propidium iodide for nucleic acid staining (Invitrogen). For
the assay, 8 x 10" cells/well were cultured in 24-well plates and
synchronized with serum-free RPMI-1640 medium for 18 h and
then treated for 24 h with the IC;; calculated and with vehicle
(DMSO  0.98%). Finally, cells were stained with the
fluorochromes according to the manufacturer’s instructions
and analyzed in a BD Accuri™ C6 cytometer (BD
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FIGURE 4| Antimicrobial PaDef peptide induces activation of caspases
Band 9in Jurkat cells. Cells were treated for 24 h with vehicle (DMSO 0.98%),
PaDef (47.3 pM) and Actinomyain D (0.5 pM, Act-Dj. Cells were stained using
FITC-IETD-FMK for caspase 8 (A) and ATC-LEHD-FMK for caspase
9 (B) and subsequently analyzed by flow cytometry. (C) Viability assay (MTT).
Cels were treated for 24 h with vehicle (DMSO 0.98%), PaDef (47.3 pM), or
Actinomycin D (0.5 uM) with or without Pan caspase inhibitor Z-VAD-FMK
(Continued)
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FIGURE 4 | (added 1 h before the above treatments). Each bar shows the
mean of triplicates + SE of three independent experiments. * (0 <0.05), * (o <
0.01), *** {p < 0.001) and **** (o < 0.0001) indicate the significant statistical
difference compared between treatments (One-way ANOVA and Tukey's
pairwise comparison, p < 0.05).

Biosciences). For the rest of the experiments, the ICs,
corroborated in this assay was used.

Measurement of the Transmembrane

Potential

Depolarization of the cellular transmembrane potential was
assessed using the membrane potential sensitive dye 3,30-
dipropylthiadiarbocyanine iodide, DiSC3 (5) (Sigma). For this,
2 x 10" cells/well were cultured in 96-well black-bottom plates.
Before the culture, cells were washed twice with Hanks HEPES
buffer and resuspended with 100 uL of Hanks HEPES buffer
containing DiSC3 (5) (200 uM), seeded into the wells of the plate,
and incubated for 30 min in a CO, incubator. PaDef 47.3 uM and
DMSO were added to the assays in sextuplicate, and subsequent
changes in fluorescence intensity were monitored for 2h on a
Varioskan spectrophotometer (Thermo Scientific). Valinomycin
was used as a positive control (Sigma, 200 uM).

Calcium Efflux Testing

Calcium flux was assessed in a BD Accuri ™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences) using the calcium assay kit (BD Biosciences) according
to the manufacturer’s instructions. For the assay, 1 x 10° cells were
used for each treatment. Cells were synchronized for 18 h in RPMI-
1640 medium without serum and then incubated with the indicator
dye for 1 h. The flow cytometry readings were set with a baseline
fluorescence of 1 min, then PaDef 47.3 uM and control (DMSO
0.98%) treatments were added, the fluorescence intensity was
monitored for another 4 min. 4alpha-Phorbol 12-myristate 13-
acetate (3 mM; PMA, Sigma) was used as a positive control.

Caspase Activity Assay

Assays were performed with 8 x 10 cells/well in 24-well plates.
Cells were synchronized for 18 h in RPMI-1640 medium without
serum and then were treated for 24 h with PaDef 47.3 uM or
vehicle (DMSO 0.98%). After this, cells were collected and stained
according to the manufacturer’s instructions (kit CaspGLOW™
Fluorescein Active Caspase-8 or Caspase-9 Staining Kit). Caspase
activity was measured through specific pharmacological
inhibitors LEHD-FMK (inhibitor of caspase 9) and IETD-
FMK (inhibitor of caspase 8) conjugated with fluorescein
(FITC) that bind to the active enzyme. Actinomycin D
(0.5uM) was used as a positive control for cell death. The
data were analyzed in a BD Accuri ™ C6 flow cytometer (BD
Biosciences). Data were analyzed using the Accuri ™ C6 software.

Assessment of Apoptosis

Assays were performed with 8 x 10* cells/well in 24-well plates.
Cells were synchronized and treated as described for caspase
activity assays. After 24 h of treatment, cells were collected and
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FIGURE 5 | Antimicrobial PaDef peptide induces loss of mitochondrial membrane potential (A%Wm) in Jurkat cels. Representative plots are shown. Cells were
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stained according to the manufacturer’s instructions (annexin V,
Alexa Fluor 488 conjugate, Invitrogen). The rate of apoptosis was
determined using annexin V and 7AAD in a BD Accuri ™ C6
flow cytometer (BD Biosciences). Data were analyzed using
FlowJo v104 software (TreeStar, Inc). Actinomycin D
(0.5 pM) was used as a positive control for apoptosis.

Assessment of Mitochondrial Membrane
Potential (A¥m)

Assays were performed with 8 x 10* cells/well in 24-well plates and
cells were synchronized and treated as described above. Cells were
collected and stained with JC-1 dye (BD Biosciences) for 15 min at
37C in the dark according to the manufacturer’s instructions. The
cells were washed twice with assay buffer, and the fluorescence was
measured in a BD AccuriTM C6 flow cytometer (BD Biosciences)
using FlowJo software (TreeStar, Inc.). The JC-1 dye allows the
differentiation of healthy cells (red fluorescence) from those with
mitochondrial damage (green fluorescence).

Frontiers in Molecular Blosclances | www.frontiersin.org

Determination of Reactive Oxygen Species
This assay was performed by flow cytometry in a BD Accuri ™ C6
flow cytometer (BD Biosciences) using DHE (dihydroethidium 5 uM,
Molecular Probes) or DHR (dihydrorhodamine-123, 15uM,
Molecular Probes). Assays were performed with 8 x 10* cells/well
in 24-well plates. Cells were synchronized for 18 h in RPMI-1640
medium without serum and then treated with PaDef 47.3 pM or
vehicle (DMSO 0.98%) for 24 h. Cells were collected and washed with
PBS. Cells were resuspended in PBS with DHR or DHE and
incubated for 1h and 30 min, respectively, at 37C in the dark
Ethanol 12% was used as a positive control. A total of 10,000 events

were analyzed.

Histone Extraction and Western Blot
Analysis

Jurkat cells (1 x 10° cells) were synchronized for 18 h by serum
deprivation, then treated with PaDef 47.3 uM and vehicle (DMSO
0.98%) for 24 h. Then, they were washed 2 times with cold PBS

January 2022 | Volume 9 | Article 801816
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FIGURE 6 | PaDef nduces reactive oxygen species (ROS) generation in

the Jurkat cellline. Cells were treated for 24 h: PaDef (47.3 M), 0.98% DMSO
Vehicle or 12% ethanol. Cells were subsequently stained with the indicators
DHE (dihydroethidium) (A) and DHR (ditydrorhodamine) (B) and

analyzed by flow cytometry. A representative image of a flow cytometry plotis
shown. Each bar shows the mean of triplicates + SE of two independent
experiments. Different letters indicate statisticaly significant differences based
on the vehicle (p < 0.05) and were compared using one-way ANOVA and
Tukey post hoc test (p < 0.08).

and proceeded to histone extraction by acid extraction (Salgado-
Lora etal,, 2020). For this, the cells were resuspended in 1.5 mL of
H-lysis solution (0.25 M sucrose, 3 mM CaCl,, 1 mM Tris pH 8,
and 0.5% NP-40) and shook. Subsequently, the cell pellet was
washed with 1 mL of H-wash solution (300 mM NaCl, 5mM
MgCl,, 5mM DTT and 0.5% NP-40). Histone extraction was
performed with the addition of 200 pL of H-extraction solution
(0.5 M HCI, 10% glycerol, and 0.1 M 2-mercaptoethylamine-
H(), incubated on ice for 30 min. Further, cells were centrifuged
at 13,000 rpm for 10 min at 4°C, the supernatant was recovered
and cold acetone was added 1:5 ratio. Histones were allowed to
precipitate for 5 days under refrigeration and the precipitate was
recovered by centrifugation (13,000rpm for 10min) and
dissolved in 20 uL of sterile deionized water and stored at
~80°C until use.

For western blot analysis, histone samples were separated by
electrophoresis on a 15% SDS-PAGE gel, and then transferred to
a PVDF membrane using a semi-dry transfer unit (Fisher
Scientific). For this, the gel was equilibrated for 15min in
transfer solution IIT (0.3 M Tris pH 10.4) and the membrane
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(previously hydrated in methanol) in solution IT (0.25 M Tris pH
10.4). The transfer sandwich was assembled and allowed to run at
15V for 1 h. The membranes were then blocked with 5% nonfat
dry milk powder dissolved in cold PBS and left at 4°C overnight.
The membranes were washed three times with cold TBS, and then
the primary antibody (1:1,000) was added and incubated at 4°C
overnight. The following antibodies against specific histone
modifications were used: global acetylation (H3K9, K14, K18,
K23, K27) (Abcam ab47915), H3K9ac (Abcam, ab10812) for
acetylation, H3K9me2 (Abcam Ab1220), and H3K9me3 (Abcam,
ab8898) for di- and tri-methylation, respectively, and antibody
for histone H3 (Abcam, ab1791) was used for loading control.
Subsequently, the membranes were incubated for 2 h at 4'C with
horseradish peroxidase-coupled anti-IgG secondary antibody (1:
3,000) (Cell Signaling Technology). The membranes were washed
three times and 100 pL of WesternSure ECL substrate was added.
Finally, the membranes were placed between two plastic sheets
and exposed to an X-ray plate. The plate was manually developed
in the dark. The intensity of the signals was quantified by
densitometry with Image] software. 3.5mM sodium butyrate
was used as a positive control for H3K9 acetylation induction
and negative for H3K9me2/3 methylation induction. Data were
normalized based on H3 and presented as the relative level of
expression for the vehicle.

HDACSs Activity Assay

Jurkat cells (1 x 10° cells) were synchronized for 18 h by serum
deprivation, then treated with PaDef47.3 uM and vehicle (DMSO
0.98%) for 6 h. Then, they were washed 2 times with cold PBS,
and preparation of samples for the fluorometric assay was
performed according to the manufacturer’s instructions
[Histone Deacetylase (HDAC) Activity Assay Kit Fluorometric
Kit ab156064, Abcam]. The changes in fluorescence intensity
were monitored for 1h in a Varioskan spectrophotometer
(Thermo Scientific).

Cytotoxicity of Doxorubicin and the
Combination With PaDef

The cytotoxicity of doxorubicin or its combination with PaDef
was assessed by MTT assays. Jurkat cells (2 x 10" cells/well) were
cultured in 96-well plates and synchronized in RPMI-1640
medium by serum deprivation for approximately 18 h. Cells
were then treated with doxorubicin 1-10 uM and incubated
for 24 h. For the drug combination, the same aforementioned
concentrations of doxorubicin and PaDef (9.6-87 pM) were used,
and incubated for 24 h. Doxorubicin and PaDef were added
simultaneously for the combination study. They were
subsequently treated and analyzed as described in the MTT
viability assay section.

Combination index (CI) was used to evaluate the combination
effect based on IC;, values obtained from individual doxorubicin
or PaDef, and the combined treatment (Chou and Talalay, 1984).
CI was calculated according to the following equation, CI = (D)
com,/(D); + (D)coms/(D), in which (D)com, (or (D)com,) is the
1Cs, value for treatments 1(or 2) in the combination, (D), (or
(D),) is the IC5, value from individual treatment. The resulting
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FIGURE 7 | Epigenetic modifications induced by PaDef in Jurkat cells. PaDef induces global acetylation modifications in Histone 3 by inhibiting HDACs. (A) On the

left side is a representative image of the western biot. Histones were extracted from cells treated for 24 h with PaDef (47.3 pM) or the coresponding vehicle (DMSO).
Proteins were then separated by SDS-PAGE and westem transfer assays were performed. Densitometric analysis plots comesponding to western blot analysis are
shown onthe right side. H3 levels were used as aloading control. Values were normalzed to the vehicle (DMSO) for PaDef. ** (0 <0.01) and **** (p < 0.0001) indicate

the significant statistical difference based on vehicle Student’st-test. n = 4. Values represent the mean + SE of four independent experiments. Vehicle DMSO (0.98%). (B)
HDAC:s activity was measurad with Histone Deacetylase (HDAC) Activity Assay Kit (Fluorometric) from Abcam ab 156064. After 6 h of treatment with the peptide, nuciear
protein extraction was performed and according to the manufacturer’s instructions, basal fluorescence was measured, and, subsequently, measurements were made
every 2 minutes for 1 h. Each point shows the mean + SE of triplicates of three independent experiments. A Hela nuclear extract {Abcam kit) was used as a positive
control for activity, Trichostatin A (TSA) as a control for HDACs activity nhibition, DMSO vehicle (0.98%), and PaDef (47.3 pM). Onthe right side, the representative image
of one of the reaction times (30 min) is shown. Different letters indicate statistically sgnificant differences based on the vehicle (p < 0.05) and were compared using one-
way ANOVA and Tukey post hoc test (p < 0.05). (C) PaDef increases Histone 3 methylation marks (dimethylation and trimethylation). On the left side is arepresentative
westem blot image. Histones were extracted from celis treated for 24 h with PaDef (47.3 pM). They were subsequently separated by SDS-PAGE and western blot
assays were performed. Values were normalized to the vehicle (DMSO) for PaDef. ** (p < 0.01) indicates the significant statistical difference based on vehidle Student’s
t-test. n = 4. Values represent the mean + SE of four independent experiments. Vehicle DMSO (0.98%).
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FIGURE 8 | Synergistic effect of PaDef and doxorubicin in Jurkat cells.

(A) Effect of doxorubicin on the viabiity of Jurkat cells. Cells were treated
under increasing concentrations of the drug (1, 2, 4 and 10 uM) for 24 h and
analyzed by MTT. The data show the percentage of cell viability.
Actynomycin D 0.5 pM (Act-D) was used as a positive death control. Data
represent the mean of three ndependent experiments performed in triplicate.
Different letters denote significant differences within the treatments (one-way
ANOVA and Tukey's comparison, p < 0,05). (B) The half-maximal inhibitory
concentration (ICxq) was calculated by linear regression analysis; ICso: 3 pM;
R? = 0.9294. (C) Jurkat cells were subjected to the simultaneous treatment
with PaDef (9.6, 29, 48, 67 and 87 pM) and doxorubicin (0.5, 1, 3, 6 and 9 M)
and incubated for 24 h. The viable cells were determined by MTT assay and
the ICxo was estimated. Data represent the mean of three ndependent
experiments performed in triplicate. Different letters denote significant
differences within the treatments (one-way ANOVA and Tukey's comparison,
p < 0.05).

combination index (CI) was then used to determine the outcome
of the drug combination effect as (I) additive effect (CI = 1), (II)
synergism (CI < 1), or (III) antagonism (CI > 1).

Statistical Analysis

The data were analyzed with PRISM 8.0.2 software by performing
a one-way analysis of variance (one-way ANOVA) and using the
post hoc Tukey test. The results are reported as the mean + the
standard errors (SE), and the significance level was set at p < 0.05.
On the other hand, for western blot analysis, the Student’s t-test
was used with a significance level of p < 0.05.

RESULTS

The Antimicrobial Peptide PaDef is
Cytotoxic to Jurkat Acute Lymphoid

Leukemia Cells

The effect of PaDef on the viability of the Jurkat cell line was
analyzed by MTT assay. Increasing concentrations of the peptide
(9.6, 19.2, 38.5 and 58 uM) were used for 24 h. Figure 1A shows
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that the cytotoxic effect of the peptide on the Jurkat cell line was
in a concentration-dependent manner. From these results, the
half-maximal inhibitory concentration (ICs0) calculated was
473 uM (Figure 1B) and corroborated by flow cytometry
(Figure 1C). For the rest of the experiments, this
concentration was used. Also, cell morphology was analyzed
by microscopy, evident alterations were observed in cells
treated with PaDef and Actinomycin D (Figure 1D).

The Antimicrobial Peptide PaDef Does Not
Affect Membrane Integrity in Jurkat Cells

One of the main described mechanisms of cytotoxic action of
AMPs is the destabilization and disruption of the plasma
membrane of cells. Therefore, the effect of PaDef on Jurkat
cells membrane was evaluated. For this, membrane electrical
potential and intracellular calcium efflux were assessed. The
results indicated that PaDef treatment does not affect either
the cell membrane potential (Figure 2A) or the calcium flux
assay (Figures 2B,C). According to these results, the cytotoxic
effect of PaDef on Jurkat cells does not involve damage to the
plasma membrane.

The Cytotoxic Effect of the Defensin PaDef
on Jurkat Cells is Associated With
Apoptosis Induction Through the Intrinsic
and Extrinsic Pathways

Plant AMPs have been described to induce death in cancer cells
mainly through activation of apoptosis, but necrosis has also been
reported (Guzman-Rodriguez et al., 2015; Baxter et al., 2017). For
this reason, we consider evaluating whether PaDef activates
apoptosis in the Jurkat cell line. In Figure 3, representative
plots of the flow cytometry assay with the treatments for 24 h
are shown, in which it can be observed that PaDef induces
apoptosis (upper and lower right quadrants of the plots) in
the Jurkat cell line with a similar effect to Actinomycin D. In
this same assay, necrosis (upper left quadrant of the plot) was
evaluated using the 7AAD dye, the results indicated that PaDef
does not induce this process in the cells.

Further, to determine the apoptosis pathway activated, the
activity of caspases was assessed by flow cytometry. Jurkat cells
treated with PaDef for 24 h showed activation of both caspase 8
and caspase 9 (Figures 4A,B). These results indicate that the
peptide triggers apoptosis through both apoptosis pathways
(intrinsic and extrinsic). Subsequently, by MTT it was
determined if the inhibition of the activity of caspases blocks
the death induced by PaDef. Jurkat cells treated 1 h with the Pan
caspase inhibitor Z-VAD-FMK and then treated with PaDef
(Figure 4C) showed a reduction in viability, which suggests
that caspases are not the only mode of activation of apoptosis
fired on these cells. Additionally, the activation of the intrinsic
pathway of apoptosis was assessed by flow cytometry using the
dye JC1, which is sensitive to changes in mitochondrial
membrane potential. Cells treated with PaDef for 24 h showed
a loss in mitochondrial membrane potential, suggesting that the
intrinsic pathway of apoptosis is being activated (Figure 5). Also,
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it was evalnated it Pabef induces ROS production. ‘(he results
indicated that PaDef induced the production of ROS, specifically
the production of hydrogen peroxide (H;0,) {Figure 64) and
snperoxide anion ((,)2 } {ligure 6B).

The Antimicrobial Peptide PaDef induces
Global Acetylation Mcodifications in Histone
3 by inhibiting HDACs

ft has been shown that plant AMPs can play a role as epigenctic
modulators in cancer cells (Arceo Marnonez et al., 2018; janssens
=l al., 2019). To evaluate whether the cylotoxic effect of PaDet was
related to epigenetic modificatians, we expiorzd some epigenetic
marks of Histone 3 (H3). For these assays, Jurkat cells were
treated with PaDel for 24 h and then histone protein extraction
was performed and the corresponding western blafting was
carried out. The results showed that PaDef up modulates (~3
told) the H3 global acetylation marks (H3K9, K14, K18, K23,
K27} and histone 3 lysine 9 acetylation mark (H3K9me3)
(Figure 7A). For these assays, sodium butyrate (NaB 3.5 mM}
was used ay a posilive control for acetylation (Supplementary
ligure S2A).

According to these results, we evaluate if PaDef affects the
activity of HDACs. For this purpose, Turkat cells were treated for
6h with PaDef (optimal time of activity reported by Arceo-
Mactinez ez 2., 2018). The results showed that AMP significandy
inhibits ~50% HDACs activity (Figure 7B).

The Antimicrobial Peptide PaDef increases
Histone 3 Methylation Marks {Dimethylation
and Trimethylation)
Further, methylation marks (H3K9me2 and H3K9me3) on H3
were measured. ‘The results showed that PaDef up-medulates the
expression of dimethylation {H3K9me2, ~1.7 fold) and
trimethylation (H3K9me3, ~1.7 told} marks of lysine 9 on H3
(Figure 7C). For these assays, NaB (3.5 mM)} was used as a
negative control for methylation (Supplementary Figure $2B).
Additionally, ather epigenetic marks such as the H3 lysine 4
mcthylation (H3K4me3) and the H3 serine 10 phosphorylation
(H3S10P) were analyzed; however, none of them were modified
(data not shown).

Cytotoxicity of Doxorubicin and the

Combination With PaDef

Finally, we evalualed the combined cylotoxic effect of PaDef with
aconventional ALL chemotherapeutic, doxorubicin. The effect of
doxorubicin on the viability of the Jurkat ccll line was analyzed by
MTT assay. Increasing concentrations of the doxorubicin (1, 2,4
and 10pM) were used tor 24 h. From these resuits, the ICgy
calculated was 3 pM (Figare 8A).

the elfect of PaDel and doxorubicin,
cancendrations were chasen considering the IC,; abtained
from each of them. The combined treatment showed a
decrease in viability runging 40-80% (Figure 8B). Svnergy
analysis for the combination of treatments showed a CI

For combined

ATy
\[cmEB
(| CME

a0z Promotes Loustia Cel Apotptosis

{caombinatorial index) of less than 1 (0.76) indicating a
synergistic effect.

DISCUSSION

Pediatric oncology has made substantial advances in the cure of
ALL. However, conventional chemotherapeutic treatments still
are highly 1oxic and show low selectivity; also are insufficient for
high-risk patients (young adults and oldcr adults) and paticnts
with poor prognoses (with additional mutations or epigenetic
alterations), therefore, il is necessary the development of new
therapies directed tawards the search for molecules with specific
antileukemic activity with low toxicity and high selectivity. In
addition (based on the genotypic, immuncphenotypic, and
cpigenctic  characterization of the patients), these new
therapies will improve the remission and survival rates of
patients with leukemia. [n this regard, AMPs have emerged as
an interesting target for their study as therapeutic candidates
against cancer, including leukemias. This interest arises from
desirable characteristics of AMPs such as higher specific
cytotoxicity against tumor cells and not to hedthy cells, fewer
adverse effects compared to conventional therapeutics, a lower
tendency to develop resistance, and also, they can exhibit a broad
spectrum of cytotoxic activity on tumor cells (Guzmin Rodriguez
et al,, 2015; Deslouches ard Di, 2017). [n this work, we showed
that the plant detensin PaDet {Persea americena var. drymitolia)
is cytotoxic to the Jurkat cell line and modifies epigenctic marks,
which leads to considering it as an interesting candidate in the
searching of molecules against leukemias.

‘The AMP PaDef showed cytotoxicity on the Jwrkat cells, a cell
line from acute iymphoid leukemia, whose effect was
concentration-dependent with an [Ce,y of 47.3 pM. In previous
studies, we demonstrated that PaDef also was cytotoxic on the
K562 (18.7 uM) leukemia cell line from the myeloid origin
(Tlores-Alvarez et al, 2018) and for the cell iine MCF-7
{27.2 M) from breast cancer (Guzmir Rodrigaez et al., 2010),
being the Jurkat cell line the most resistant, and apoptosis
induction the cytotoxic mechanism of the peptide on the three
celllines. Interestingly, the cytotoxic effect of PaDef on the cancer
cell lines appears to be selective, since the peptide did not show a
cytotoxic etfect on peripheral bload manonudlear cells (Guazman-
Rodriguez et al., 2016; Flores Alvarez et al., 2018).

Several mechanisms have been described by which AMPs
from ditterent origins can cause cancer cell death, inclnding
necrosis, autophagy, antiproliferative effects, and apoptosis
{Baxter «l 4., 2017). In this work, we demonstraie that PaDel
induces apoptosis in Jurkat cells. PaDet induced an increase in the
activity of caspases 8 and 9, which activate the extrinsic and
intrinsic pathways of apeplosis, respectively. Additionally, PaDel
treatment induced a loss of mitochendrial membrane potential in
Jurkat cells and an increase in the generation of ROS, which is
characterislic of the apoplosis intrinsic pathway. Moreover, the
induction of apaptosis was not dependent on changes in the cell
cycle {data not shown). Dysregulation of components of the
apoplotic pathway may confer a proliferative and survival
advantage to cancer ceils and alse play an important role in
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the resistance te chemotherapeutic drugs and cancer recurrence
(Fernad and Kurckawa, 2013; Mchammad et al,, 2015). Because
of this, the study of molecules capable of restoring the apoplosis
process is promising in the search for new cancer therapies.

On the other hand, the study of molecules with epigenetic
aclivity on cancer cells has gained importance, based on the fact
that epigenetic alterations are invoived in the development and
progression of cancer. Unlike genetic mutations, epigenetic
alterations are reversible, which makes them an attractive
target for study (Gambacorta ¢t al., 201% Hajji ct al, 2021}
There are several leukemia treatments with an epigenetic activity
thatare in clinical trials (phase I to T}, as well as some that have
already been approved by the U.S. Food and Drug Administration
for different cancer treatments. However, none of these employ
antimicrobial peptides. Some of the therapies target direct DNA
methylation {c.g. azacitidine and decitabine} and some others
target histone modifiers, such as histone methyltransferase
inhibitors (e.g., Tazemenostat and Pinomenostat), histone
demethylase  inhibitors  {e.g, Tranylcypromine and
GSK2879552), and histone deacetylase inhibitors (iHDACs,
e, Belinostat and Vorinostat) (Kelly and Issa, 2017)
iHDACs promote a decompacted state of chromatin, allowing
active gene transcription to be maintained, as well as the
acetylation of non-histane proteins. Several mechanisins have
been proposed by which iHDACs promote their anticancer
action, including cell cycle arrest, ROS production, induction
of apoptosis, inhibition of DINA repair, antiangiogenic effects, or
may allow acetylation of non-histone proteins (Laksamaiah et al.,
2014; Li and Seto, 2016). Of these, apoptosis induction can be
activated through both apoptosis pathways (intrinsic and
extrinsic). Additionally, it is known that iHDACs can activate
apoptosis through the production of ROS, which has been
demonstrated in several leukemia cell lines (Jurkat, ME-1,
U937, HL-60, K-562) (Eckschlager et al, 2017). In
cancordance, we demaonstrated that PaDef inhibits HDACs
activity in the hukat cell line, whereas increases H3K9Ac.
Moreover, as mentioned above, PaDef induces RQS
production and triggers apoptosis throngh both intrinsic and
extrinsic pathways. Therefore, we propose that cytotoric PaDef
activity may involve its act as an iHDAC,

Interestingly, the apoptotic activity of PaDet was not blocked
by the pan caspase inhibitor Z-VAD-FMK (Figure 4), i.e., the
cytotaxic activity of PaDef was maintained, regardless of caspase
biockade. This behavior was already described for an iHDAC,
suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) in the T-cell ALL cell
line (CEM-CCRF) and in hepatocarcinoma cells (HepG2). SAHA
induces mitochondrial membrane damage, with subsequent
cytochrome ¢ release, through ROS production and does not
require activation of caspases 8 and 3. In this case, mitochondrial
membrane damage was achieved by cleavage (activation) of the
proapoptotic member of the Bcl 2 family named Bid (Ruefli et al.,
2001; Emmanuele et al,, 2007). Therefore, it is necessary to analyze
the pro-apoptotic members of the Bcl-2 family that may be
involved in caspase-independent activation of apoptosis by
PaDef in Jurkat cells.

Regarding the increase in methylation marks (H3K9me2 and
H3K9me3} in the Jurkat cell line induced by PaDef treatment,

—
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there is no direct correlation between elevated H3 acetylation
marks and an increase in H3 lysine 9 methylation marks.
However, several studies indicate thut iHDAC trestments have
an impact on histone methylation status and may alse induce
changes in the expression of histone modudators so that the effects
at the chromatin level and struclure are not yet fully delineated
(tIul et al, 2016). Regarding the effects of iHDAC on H3,
changes have been found in marks such as H3K27mes3,
H3K4me3, or H3K9me3 (Huang et al, 2011; Sanders et al,
2011 Valdez ¢t ai., 2015; Ciesiclsxi et al., 2020). For example,
the treatment with the depsipeptide romidepsin, which is an
iHDAC, in PEER and SUPT1 cells (T-cell ALL and T-cell
Iymphoblastic  Jymphoma, respectively)  increases  the
acetylation status of H3 and in fturn, increases the
trimethylation mark of lysine 27 an H3 (H3K27me3}, and this
compound also induces apoptosis and favors ROS production,
which is associated with mitochondriall membrane damage
(Valdez et al, 2015). The effect of romidepsin agrees with the
effect of PaDef here reported.

So far, epigenetic therapy induding iHDACs, administered as
monotherapy, has shown promising preclinical results; however,
clinical trials have had limited success due to moderate response,
fack of specificity, and toxic effects in patients. However, the
cambination of iHDACs with conventional chemotherapentic
agents has shown synergistic effects and decreased resistance to
conventional treatments. The use of this type of treatment has
been increasing in recent years based on the search for specific
and non-cytotoxic iHDACs (Swn et al., 2019; Flontecillas-Prieto
et al, 2020). In this regard, as a first approach te the use of PaDef
as an IHDACs we tested the combined cffect of PaDef with one of
the conventional chemotherapeutics for lenkemias: Doxorubicin.
The resulting synergistic effect between the two treatments
indicates that PaDef could be a promising peptide in
combined therapy against Jeukemias, based on its epigenetic
effect on the Jurkat cell line as an iHDAC.

A complete understanding of molecides with iHDAC activity
is still far off and requires to be studied at multiple fevels because
their etfects are reflected not only at the chromatin level Chistone
acetylation and histone methylation changes), but may also
involve acetylation changes in non-histone proteins, which in
turn can reguiate cell signaling pathways, cidminating aot ondy in
changes in gene expression. The probable interaction of PaDef
with intracellular target is very interesting; however, it has been
reported that the AMPs cecropin A, magainin 2, and indolicidin
can be degraded by 100% after 24 h using cytosolic extracts of
human erythrocytes (Starr and Wimley, 2017). Until now, we do
not know if PaDef couild be also degraded by intracelular
proteases.

CONCLUSION

Results from this work strongly suggest that Pabcf can be an
attractive cytotoxic plant antimicrobial peptide against ALL,
whose antiproliferative activity could be related to epigenetic
modulation, which can icad to the chromatin compaction-
decompaction promoting gene expression or repression.
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However, further studies are necessary 1o correlate epigenetic
marks with the transcription of specific genes. These navel effects
have not been described until now for plant defensins.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The original contributions presented in the study are included in
the article/Supplementary Material, further inquiries can be
directed to the corresponding author.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

PJ-A. RL-G, JL-M, and AO-Z conceptuadized and designed the
experiments. P[-A performed the experiments. PJ-A, RL-G, JL-M,
and AO-Z analyzed the data. PT-A, RL-G, JL-M, and AO-Z wrote

REFERENCES

Aldoss, 1., Forman, S. )., and Pullarkat, V. (2019). Acutc Lymphoblastic Leukemia
in the Older Adult. Jap 15, §7-75. doi:10.1200/TOP.18.00271

Arcco-Martinez, M. T.. Guzmén-Rodrigucz, 1., Pdomaa-Sinchez, Z, Ockoa-
zarzosa, A, and Loper-Mea, ). E. "Defensin y-Thionin &rom Capsicum
Chinense Induces Apoptosis in the Heman Beeast Cancer Cell Line MCF-7
and Regulate Histone H5 Epigenetic Modifications,” in Proceedongs of the
ASBME Conference Ppresentation Convention Experimental Biology (EB}, San
Diego, CA, United States, April 2015

Baxter, A A, lay, F. T., Poon, I. K. H., Kvansakul, M., and Hulett, M. D. (2017).
Tumor Cell Membrane-Targeting Cationic Antimicrobial Peptides: Novel
losights into Mochanisms of Action and Therapautic Prospects. Cell. Mol
Life Sci. 74, 3809-3825. doi:10.1007/500018-017-2604-z

Bhojwani, D.. Yang, J. 1., and Pui, C. H. (2015). Biclogy of Childhood Acutr
Lyuphoblastic Leukewia. Pediatr, Qin, North. Am, 62, 47-60. J0i:10.1016/
j.pcl.2014.09.004

Choe, T. C. and Talalay, P. (1984). Quantitative Analysis of Dose-Effact
Relationships: the Combined Effects of Multiple Drugs or Enzyme
Inhibitors. Adv. Enzyme Regul 22, 27-55. doi:10.1016/0065- 2571 (84)90007 4

Ciesielski, O., Biesiekierska, M., and Balcerczyk, A. (2020). Epigallocatechin-3-
gallate (EGCG} Alters Histonz Acctylation and Mcthylation and impacts
Chromatin Architecture Profike in Human Endothelial Cdls. Molecules 25,
2326, doi:10.3390/molecules25102326

Deslouches, B, and Di, Y. P. (2017). Antimiceobial Peptides with Sdective
Antitumor Mechanisms: prospect for Anticancer Applications. Oncotarget B,
46635-46651. doi:10.18632/oncotarget. 16743

Eckschlager, T, Plch, ], Stiborova, M., and Hrabeta, ]. (2017). Histone Deacetylase
Irhibitors as Anticancer Drugs. Ijms 18, 1414. doi:10.3390/ijms1807 1414

Emanuele, S, Lauricella, M., Carlisi, D., Vassallo, B, I Anneo, A., Di Fazio, P, et al.
(2007). SAHA Induces Apoptosis in Hepatoma Cells and Synergistically
loteracts with the Proteasome Inhibitor Bortezomib. Apoptasis 12,
1327-1338. doi:10.1007/510495-007-0063 -y

Feraald, K., and Kurckawa, M (2013}. Evading Apoptosis in Cancer. Trends Cel
Brol 23, 620-633, doi:10.1016/j.tcb.2013.07.006

Floces- Alvarez, 1. )., Guzman-Rodegue, |. |, Topez-Gomez, R, Salgado-Garaglia,
R, Ochoa-Zarrcea, A, and Léper-Me2a, ). F. (2018). PaDef Defensin from
Avocado (Persea Americana Var. Deymiifolia) Is Cytotoxic to K562 Chronic
Myelcid Levkemia Célls through Extrinsic Apeptosis. Int. J. Biodhem Cel Biol.
99, 10-18. dor:10.1016/) biocel 2018.03.013

Gambacorta, V., Gnam, D, Vago, L., and DiMicco, R. (2019). Epigenetic Therapies
for Acute Myeloid Leukemia and Their Immune- Related Effects. Froat. Cel Dev.
Bial 7, 207. doi:10.3389/fccll. 2019.00207

Guzmido-Rodrigucz, ). T, Lopz-Gomez, R., Suarez-Rodriguez, L. M., Salgado-
Gardglia, R., Rodriguzz-Zapata, L. C. Ochoa-Zarzosa, A. ct al. (2013).

7T >
N[ omes
([cmE

Palef Promotes Leukemia Cell Apcptosis

the manuscript. All the authors read and approved the final

manuscript.

FUNDING

This work was supported by the grants from CONACYT (CB
2016-287210) and CIC 14.1 from Universidad Michoacana de
San Nicolds de Hidalgo to AOZ. PJ-A obtained a PhD Scholarship
from CONACyT (715504).

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found online at:
htrps:/fwww.frontiersin.org/articles/10.3389/fmolb.2022.8018 16/
full#supplementary-material

Antibacterial Activity of Defensin PaDef from Avocado Fruit (Persea
Americana  Var. Drymifolia) Expressed in Endothelal Cells against
Escheridiia coli and Staphylococcus aurens. Biomed, Res. Imt. 2013, 986273,
doi:10.1135/2013/986273

Guzmin-Rodriguez, 1. ., Lopez-Gémez. R., Salgado-Garciglia, R, Ochoa-Zarzosa, A, and
Lipez-Meza, 1. E (2016). The Defensin from Avoado (Persca Americana Var.
Drymifoliz} Palef Induces Apophesis in the Human Breast Cancar Cell Line MCF-7.
Riomed Phornmcother. 82, 6X1-627. doi10.1016/) biopha 2016.05.048

Guzmdn-Rodrigeez, J. |, Ochoa-Zarzesa, A., Lopez-Gémez, R., and Lopez-Meza,
). E. (2015}. Plaot Antimicrobial Pepr.':des as Potential Anticancer Agents.
Biomed. Res. Int. 2015, 1-11. doi:10.1155/2015/735087

Hajjs, N, Garcia-Dominguez, D. )., Eontecillas-Prieto, L., O'Neill, K., de Alava, E,
and Syd, N. (2021). The Bitter Stde of Epigenetics: Variability and Resdstance to
Chematherapy. Epigenomics 13, 397-403. doi:10.221 7/cpi-2017-0112

Harcy, E F, Maosour, S. C. and Hancock, R E. W. (2017}, “Antimiccobial
Peptides: an Intcoduction,” 0 Antimicrobinl  Peptides. Hatfield. Editoc
PR Hanseo (Hertfordshice, UK. Human Press), 3-22. Joil0.1007/978-1-
4939-6737-710.1007/978-1-4939-6737-7_|

Hazlett, 1., and Wu, M. (2011). Defe inlnnate 1
175-188. doi: 10.1007/50044 1-010- 1022-4

Hontecillas-Prieto, L., Flores-Campos, R., Silver, A, de Alava, E., Hajji, N., and
Gardia-Dominguez, D. ). (2020}. Synergistic Enhancement of Cancer Therapy
Using HDAC Inhibitors: Opportunity for Clinical Trials. Front. Gener. 1),
578011, doi:10.3389/fgenc 2020.578011

Huang, P.-K., Chen, C.-H, Chou, C.-C., Sargeant. A. M., Kulp, S. K., Teng, C.-M.
«t al. (2011). Histone Deacetylase Inhibitors Stinudate Histone H3 Lysine 4
Mcethylation in Part via Transaiptional Reprassion of Histone H3 Lysine 4
Demethylases. Mol. Pharmacol 79, 197-206. doi:10.1124/mol.1 10067702

Hul E E, Montgomery, M. R, and Leywa, K. . (2016). HDAC Inhibitors as Epigenetic
Reguiators of the Imnune System: Impacts on Cancer Therapy and Inflammatocy
Diseases, Biomed Res. Int. 2015, 1-15. doi:10.1155/2016/8797206

loternational Agency for Research on Cancer (1ARC} (2020). Childkood Cancer
and Leukemia Intemational Consortium. Availble at: httpsiffcliciarcfi/
(Accessed Marck 24, 2020).

Jaossens, Y., Wynendade, E., Vanden Berghe. W., and De Spicgdeer, B. (2019,
Peptides as Epigeactic Modulators: Therapeutic Implications. Clin. Epigenet 11,
1. doi:10.11B6/s13148-019-0700-7

Kelly, & D., and [ssa, 1-P. [ (2017). The Promise of Epigenetic Therapy:
Reprogramming the Caocer Epigenome Curr. Qpine Genet. Develop. 42,
65-77. dci:10.1016().gde 2017.03.015

Lakshmaah, K C, Jacob, L A., Apama, S, Lokanatha, D., and Saldanha, S. C.
(2014). Epigenetic Therapy of Cancer witk: Histone Deacetylase Inhubitors.
J. Gancer Res. Ther. 10, 469-478. doi: 10.4103/0973-1482.137937

Li, Y..and Szto, E. (2015}, HDACs and HDAC Inhibitors in Cancer Development
and Therapy. Cold Spring Harb Perspect. Med 6, 2025831, doiil0.1101/
cshperspect. 2026831

ity. Cell Tissue Res 343,

Frortiens in Molecular Biosciences | www.frontiersin.ong

13

January 2022 | Volume | Article B01816

- 60 -



JdnEnas-Anantar o al.

Mokammad, K M, Mugbil, 1. Lowe, L, Yedjou. C., Hse. I, Y. Lin, L. T ct al,
(2015}, Broad Targeting ot Resistance to Apoptesis in Cancee. Semin. Cancer
Biol 35, 576, doi:10.10)64j. seme ancer 201 5,03.00)

Parisi, K. Shatee, T- M, A, Quimbar, P.. van der Weerden, N, L., Bleackley, M. R.
Anderson, M A, ¢t al (2019). The Evolution. Function and Mcchanisms of
Action for Plant Detensins, Sern. Cel Develop, Biol. 88, 107118, doi:10.1216¢
Josue Jb201802.004

Paul, S, Kantarjian, H., and Tabhoe, BT Q016). Adult Acite Tymyphoblastic
Levkemia. My Clz Pror. 91, 1645-1666. doi: 10.1016jmayecp. 2016.09.010

Ren, 8. K., Cheug, A S 1, To, K F, Tong, I HL M Ti M.S. Sken, , <04l (2012
Host lmmune Defense Peptide [1-37  Activates  Caspase-independant
Apoplosis amd  Suppressex cokm Cacer. Caneer Res. 72, 6512-6523.
d0i:10.1158/0008-547 2. CAN-12-2359

Roberts, K G. (2018). Genetics and Prognasis of ALL in Children vs Adults.
Hematol. Am Soc Hemeatol Fduc Program 2018, 137-145. coirl0.1182/
asheducation-201B.1.137

Ruefii, A A, Ausserdechrer, M. ], Bemmhard, D., Sutton. V. R, Tainton, K M., Kotler, R,
et al (2001} The Histore Deacstlase Intubor and Chemotherapatic Agent
Suberoybnulide Hydroxamuc Aad (SAHA) Induces o Cdl Death Pathway
Characterized by Cleavage of Bid and Production of Reactive Oxygen Spedies.
Proc. Nawl Acad St 98, 10533 10838, dOl:lU.]U}'Sl'mas.l()lZ{]SSgS

Salgado Lora, M. G, Medina Estrada, .. Lopez Meza, I.E., and Octeoa Zarzosa, A
(2020;. Prolactin and Estradiol Arc Epigenctic Modulators in Bovine Mammary
Epithelial Cells during Staphiylocaccus aurcus lotectcn, Padhogens 9, 520.
doi. 10.33%)/pathogens?070520

Sanders, Y. V., Tolkssbol, T. O.. Varisco. B, M. and 11agood, 1. 5. (2311). Epigenctic
Regulation of Thy-1 by Ilisone Deacetylase Inhibitor in Ral Lung Fibroblasts,
A, ] Respir, Cel Mal Biol 45, 15-23, doi:10.1165/ccmb.2010-01540C

Sinha, R, aod Shukds, P. (2019}, Antimivrobial Peptides Recert Tosights oo
Biotsclndlogical  Interventions and  Future Prrypectives. Ppl 26, 79-R7.
doiz10.21 7HD92986652566G1 81026160852

Staer, C G and Windey, W CC (20175 Antimicrobial Peplides Are Degeaded by
the: Cytosolic: Proteases of Huinan Rrythrocytes. Biockin Biophys. Acte (Rine) -
Bronrzmopnes 1859, 2319-25326. doi:10.1016/j. bbamem . 2017.09.008

Sun, Y, Ry, X, Ren, Y., Jia, 1, 7o, S, Haur, [, et . {2019}, Tacgeting HDAC/OAZ axis
with 2 Newal Inhibitor Effectively Reverses Cisplatin Resistance in Noo-small Cell
Leng Cancer. Call Death IXs 13, 400. doi 10.1038(s41419-019-1597-y

7T >
\{[[cmes
o .

Palef =roebes | enkoiia Wl Aportasis

Terwilliger, T.. and Abdul-Bay, M. (2017). Acutc Lymphoblastic Leukemia: a
Comprechensive Review and 2017 Update. Bload Cancer 1. 7, €677, doil 0.1035¢
b 2017.53

Valdez, B. C.. Brammer. ). E, Li. Y., Murray. D, Liu. Y, 1losng. C. ¢t al. (2013).
Romidepsin Targets Multiple Survival Signaling Pathways in Malignant T Cells.
Blovd Crpeer ] 5, €357, doic10.1038/1x) 201583

Van Zoggd, H, Carpentier, G, Nos Sactos, C, Banuna-kourbali, Y., Courty, [,
Anmiche, M, ot al (2002} Aotitumee and Angiostatic Adtivities of the
Antimiceotial Peptide Decmaseptin B2 Plas One 7, e44331. loi1013711
juuum].lm:mﬂm-'lxﬁl

Wan, X., H, Sun, ¥, 7hang, )., Cken, ¥, and Chen, N. (2017). Tuaasin: A
Proanising Polypepticie foc the Preventiou aond Treatoient of Cancer. Onenl. Jett
13, 3997-4001. doi:10.3892/0].2017.6017

‘Wong, ). H., Zhang X. Q., Wang, H. X., and Ng, T. B. (2005}. A Mitogenic Defensin
from white cloud Beans (Phuseolus wvidgarisy. Peptides 27, 2075-2081.
doi:10.10 lG_-'j.p&’P(ideSlCﬂﬁﬂi.UEO

Wu, C,, and L, W. (2018}. Genomucs and Pharmacogenomics of Pediatric Acute
Lymiphoblastc Leukeona. Crt. Rev. Oncology/Hematology 125, 100 111
doi:10.10 16/}, cvatrevonc 201 504002

Conflict of Interest: The authors declare that the researck was conducted in the
abscnce of any cammerdal or Hnancial relationships that coulc be construed as a
potential confiict of interest,

Publisher's Note: All claims axpressed in this article are solzly thosc ot the authors
and do not neecssarly represent those of their affiliated organizations, of those of
Uie publisher. the editors i the reviewars, Any product that may be evaluatled in
this artice, or claim that may b made by its manufacturer, is not guaranteed ot
cwdorsed by the publisher,

Copyright @ 2022 Jiméne:-Alsintar, Lopes-Gdmes, Lipec-Meza und (b
Zearasset. THG o an oper-aceess aricle dutributed wder Qo terins of the
Creatove Comurwone Attritmtion License (OC BY) The use, distribution or
reproduion it other fﬂmm( & parmritiad pmv.'d.‘d the original authors) anid
the copyright avmer(s) are credited and that the origiral gubbetion inthis jourmal o
eited, ot accordance with accepted ecadentic practice. Na wse, dutribution or
reproduacion is permitted which does nol comply writh these terms.

14

Janaary 2222 | Volume 9| Anice #1216

-6l -



\|[CMEB

COMPLEMENTARY RESULTS

As part of the activation of apoptosis through the intrinsic pathway, we evaluated the
expression of pro-apoptotic and anti-apoptotic genes of the Bcl-2 family. Figure 1SA shows
the expression of genes corresponding to the anti-apoptotic members of the Bcl-2 family
(Bcl-2, Bcel-w, and Mcl-1). We observed an increase in the expression of Mcl-1 (~ 2.5-fold).
However, anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Mcl-1 analyzed by Western blotting were not

modified (Figure 1SB).

Also, the expression of pro-apoptotic genes of the Bcl-2 family was analyzed. These were
classified as multidomain (Bak, Bax, and Bok) and those containing only the BH3 domain
(Bid, Bim, Bik, and Bad). The results showed that PaDef increases the expression of the
multidomain gene Bax and the single BH3 domain gene Bik (Figure 1SC and D).

A) Multidomain antiapoptotics members
3.0+
2.5+
2.0
1.5
1.0

Relative fold change

0.5- P ——

0.0-

B) Bel-2 Mecl-1

-
LX)
|
-
N
|

& S,
.\Q (2) i _
A‘? Q:s E 1.0 g 1.0

o ol
§ 0.8 q:$ 0.8
7 0.6 T 0.6

wor [EEw]  :
S 0.4 = 0.4+
P £ 0.2 & 0.2
0.0 0.0-

o & L& &
.&E\\\:. Q’Q .AE\\\:. Q°

- 62 -



\|/cmen
=

© D)
Multidomain proapoptotics members BH3 only proapoptotics members
3.0+ 4.0+
% 2.5- el
= = 3.0-
S 204 B e 2.5
= =
S 1.54 S 2.0+
e e
E - = 1.5
S o5 BN 2 054
0.0- 0.0-
REPC Rt
<& <

Figure 1S. PaDef induces the expression of pro-apoptotic Bcl-2 family genes in the Jurkat cell
line. Cells were treated with PaDef ICso (47.3 uM) or vehicle (DMSO 0.98%) for 24 h. mRNA
expression was analyzed by RT-qPCR. Each bar shows the mean of triplicates + SE of three
independent experiments. Fold-change values greater than 2 or less than 0.5 were considered
significant for differentially expressed mRNAs.

In addition, we analyzed whether the cytotoxic effect of PaDef could be related to cell cycle
modifications; this assay was performed through flow cytometry. Jurkat cells were treated
for 24 h with y-thionin (47.3 uM), vehicle (DMSO, 0.98 %), or Act-D (0.5 uM). The results
showed that PaDef does not affect the cell cycle (Figure 2S).
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Figure S2. PaDef treatment does not affect cell cycle phases in Jurkat acute lymphoid
leukemia cells. Cells were treated with PaDef (47.3 uM), vehicle (DMSO, 0.98 %), or actinomycin
D (Act-D, 0.5 uM) for 24 h. Cells were analyzed by flow cytometry with the BD Cycletest Plus
DNA kit following the manufacturer's instructions. Two independent experiments were performed
in duplicate. Data were compared using one-way ANOV A and Tukey post hoc test (P<0.05).

Previous experiments showed that PaDef treatment of Jurkat cells inhibits the activity of
HDACs (Jiménez-Alcantar et al., 2022). However, it is unknown if this inhibition results
from direct interaction between these proteins or if there is some other mechanisms of
inhibition. Therefore, the coupling potential of class | HDACs (HDAC 1, 2, 3, and 8) with
PaDef was analyzed in silico using the Autodock vina program. The results indicate that
PaDef can bind to class | HDACs with binding free energies (AG) from -11 to -13.5 kcal/mol
(Figure S3).

HDAC1/PaDef HDAC2/PaDef HDAC3/PaDef HDACS8/PaDef

Affinity Mode Affinity
(kcal/mol) (kcal/mol)

1
2
3
4
5

L= - -

Figure S3. Representative crystal structures of HDAC/PaDef binding and binding free
energies. The figure shows the binding free energies (AG) of 9 of the possible binding sites of
PaDef with class | HDAC (HDAC 1, 2, 3, and 8). Three-dimensional structures of the possible
binding corresponding to the most favorable AG are shown. The co-crystal complex of human
HDACT1 (PDB code: 4bkx.1.B), HDAC2 (PDB code: 3MAX), HDAC3 (PDB code:4a69) and

HDACS (PDB code: 1t64) was retrieved from the PDB database. The receptor was prepared using
the standard protocol Autodock tools. The water molecules were removed, and hydrogen atoms
were added to the protein structure. The peptide was also prepared for the ligand by Autodock tools
removing their torsions. The files were saved in pdbqt format for analysis. The molecular docking
was carried out on Autodock vina.
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Finally, to determine if the increase in histone 3 methylation marks in PaDef treated-Jurkat
cells (Jiménez-Alcantar et al., 2022) correlates with the activity of enzymes responsible of
removing histone methylation marks, the activity of LDS1 or KDMI1A (lysine demethylase
1A) and the Jumonji histone demethylase JMJD2A or KDM4A (lysine demethylase 4A) was

assessed. Results showed that there was no change in the enzymatic activity (Figure S4).
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Figure S4. Histone demethylase activity in acute lymphoid leukemia cell line Jurkat treated
with PaDef. A) Histone demethylase LDS1 or KDM1A and B) histone demethylase JIMJD2A or
KDM4A. Jurkat lysates were obtained at 24 h of treatment with PaDef (47.3 pM) and were
incubated with the substrates for LSD1 and Jumonji demethylases (JMJD). Each bar shows the
mean HDM activity of cell lysates from one experiment = SD in duplicate (n = 2). The expression
of control cells (vehicle, DMSO 1 %) was considered as 1 (data normalized).
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7.2. CAPITULO 2.

The antimicrobial peptide y-thionin (Capsicum chinense) cytotoxic effect in chronic
myeloid leukemia and an acute lymphoid leukemia cell lines is associated with

global epigenetic modifications in histone 3
Jiménez-Alcantar P., Lopez-Meza J.E. & Ochoa-Zarzoza A.*
Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, Facultad de Medicina Veterinaria y
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Abstract:

During the last decades, there has been a progressive increase in the efficacy of oncological
treatments, including treatments for leukemias, which have increased the survival rate of
patients. However, treatments are often associated with a series of toxic or side effects that
negatively influence patient’s quality of life. Also, treatment resistance in patients with
leukemia is a recurrent problem that impedes recovery. In this sense, the search for molecules
preventing the development of drug resistance or that reverse the epigenetic alterations
responsible for the development of resistance to treatments is relevant to improving the
leukemia treatments. An attractive alternative is antimicrobial peptides, such as the defensin
y-thionin, which has cytotoxic activity on various cancer cell lines (MCF-7, Caco 2, Jurkat,
and K-562). Furthermore, the y-thionin cytotoxic effect on MCF-7 cells was associated with
epigenetic modifications. In this work, we demonstrated that the cytotoxic activity of y-
thionin in the chronic myeloid leukemia cell line K-562 and acute lymphoid leukemia cell
line Jurkat is related to global epigenetic modifications in histone 3. We found an increase in
global acetylation (~2-fold, for both cell lines) and specific acetylation marks at lysine 9
(H3K9Ac) (~ 1.5-fold, for both cell lines). In addition, y-thionin also increased lysine 9
methylation marks. The dimethylation mark (H3K9me2) was increased ~3-fold in the Jurkat
cell line and ~2-fold in the K-562 cell line, while the trimethylation mark (H3K9me3) was
increased ~2-fold in both cell lines. These data suggest that the epigenetic modulation in
histone 3 caused by y-thionin is associated with its cytotoxic activity in leukemia cells.

However, an in-depth study is needed to determine the genes affected by these modifications.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, acute lymphoid leukemia, epigenetic, y-thionin,

defensin
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1. Introduction

In recent years, it has been recognized that genetic and epigenetic alterations play a
fundamental role in initiating, developing, and maintaining neoplasms such as leukemias.
Furthermore, epigenetic alterations are dynamic and reversible, which has led to the search
and development of novel therapies against cancer (Fardi et al., 2018). These therapies aim
to restore normal epigenetic patterns in neoplastic cells and reduce the occurrence of
resistance to conventional treatments such as chemotherapies and clinical recurrence by
simultaneously impacting different cellular pathways. However, most of the available
epigenetic therapies are nonspecific and show considerable toxicity affecting patients' health
directly (Bojang & Ramos, 2013). Therefore, deepening the knowledge of epigenetic
alterations in neoplasms and searching for molecules that target epigenetic modifications is

a priority in searching for therapies against cancer, specifically against leukemias.

Some antimicrobial peptides of diverse origins, including plant defensins, have been
described with cytotoxic activity on cancer cells, including leukemia cell lines. These
molecules have an attractive potential as alternative cancer therapies since they are selective
toward cancer cells (Guzman-Rodriguez et al.; 2016). However, whether antimicrobial
peptides' cytotoxic effect in cancer cell lines was related to global histone epigenetic
modifications is unknown. Our working group demonstrated that a plant antimicrobial
peptide, defensin 7y-thionin, induces apoptosis in the breast cancer cell line MCF-7.
Furthermore, this effect was associated with epigenetic modifications in histone 3,
specifically in the H3K9Ac mark (Arceo-Martinez et al., 2018). Also, y-thionin was
cytotoxic for K-562 and Jurkat leukemia cell lines through apoptosis. In K-562, apoptosis
was activated by a calpain-dependent pathway; meanwhile, in the Jurkat cell line was
triggered by the intrinsic or mitochondrial pathway (Flores-Alvarez, 2018). However,
whether this effect was also related to global epigenetic modifications was unknown. In this
work, we demonstrate that y-thionin induces global epigenetic changes in histone 3, and these

modifications were associated with the cytotoxic effect in the Jurkat cell line.
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2. Materials and methods
2.1. Peptide

The peptide used in this work corresponds to the mature region of vy-thionin
(QNNICKTTSKHFKGLCFADSKCRKVCIQEDKFEDGHCSKLQRKCLCTKNC, 50 aa),
(Genbank AF128239.1). This peptide was chemically synthesized and obtained from
BIOMATIK. The peptide at 962 uM was resuspended in 20% dimethyl sulfoxide (DMSO)
and then air oxidized for 5 days at room temperature for disulfide bond formation. The final
concentration of vehicle (DMSO) for all of the experiments was 0.98%, which was used as
a control. The peptide was used in a concentration range of 9.6-58 uM, in agreement with
the results observed from a previous study in the leukemia cell line K-562 (Flores-Alvarez et

al., 2018).
2.2. Cells cultures

The Human K-562 cell line and the human Jurkat cell line were obtained from American
Type Culture Collection (ATCC). Cells were cultured in RPMI-1640 medium (Sigma)
supplemented with 12.5% fetal bovine serum (v/v) (FBS, Corning) and 100 U/mL penicillin
and streptomycin (Gibco), in an atmosphere of 5% CO> and at 37°C.

2.3. MTT viability assay and determination of the half-maximal inhibitory

concentration (1Cso)

K-562 cells and Jurkat cells (2x10* cells/well) were cultured in 96-well plates and
synchronized in RPMI-1640 medium by serum deprivation for approximately 18 h. Cells
were then treated with y-thionin peptide 9.6-58 uM and DMSO (1.16%, control for K-562
cells and 1% for Jurkat cells) and incubated for 24 h as reported (Flores-Alvarez et al., 2018).
After incubation with the treatments, 10 uL. of MTT solution (5 mg/mL, Sigma) in phosphate-
buffered saline (PBS 138mM NaCl, 2.7mM KCI, 10mM Na;HPO4, and 10mM KH>PO4) was

added to each well and incubated for 4 h at 37°C. Finally, formazan crystals were dissolved
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with acidic isopropanol (100 pL, 95% isopropanol, and 5% IN HCI). Absorbance

measurements were performed in a microplate reader (Bio-Rad) at 595 nm. Actinomycin D
(Act-D, 24 uM for K-562 cells and 0.5uM for Jurkat cells,) (Cayman Chemical) was used as
a positive control for cell death. The half-maximal inhibitory concentration (ICso) was
calculated by linear regression analysis using the program GraphPad Prism 8. ICso was
corroborated by flow cytometric assay using thiazole orange fluorescent and propidium
iodide for nucleic acid staining (Invitrogen). For the assay, 8x10* cells/well were cultured in
24-well plates and synchronized with serum-free RPMI-1640 medium for 18 h and then
treated for 24 h with the ICso and with vehicle (DMSO 1.16% for K-562 cells or 1% for
Jurkat cells). Finally, cells were stained with the fluorochromes according to the
manufacturer’s instructions and analyzed in a BD Accuri™ C6 cytometer (BD Biosciences).

The ICso corroborated in this assay was used for the rest of the experiments.

2.4 Histone extraction and western blot analysis

Cells (1x10° cells) were synchronized for 18 h by serum deprivation, then treated with y-
thionin 50.3 uM for K-562 cells and 47 uM for Jurkat cells, and vehicle (DMSO 1.16% for
K-562 cells and 1% for Jurkat cells) for 24 h. Then, they were washed 2 times with cold PBS
and proceeded to histone extraction by acid extraction (Salgado-Lora et al., 2020). For this,
the cells were resuspended in 1.5 mL of H-lysis solution (0.25M sucrose, 3 mM CaCl,, ImM
Tris pH 8, and 0.5% NP-40) and shook. Subsequently, the cell pellet was washed with 1 mL
of H-wash solution (300mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5SmM DTT and 0.5% NP-40). Histone
extraction was performed with the addition of 200 pL of H-extraction solution (0.5 M HCI,
10% glycerol, and 0.1M 2-mercaptoethylamine-HCI), incubated on ice for 30 min. Further,
cells were centrifuged at 13,000 rpm for 10 min at 4°C, the supernatant was recovered, and
cold acetone was added 1:5 ratio. Histones were allowed to precipitate for 5 days under
refrigeration. The precipitate was recovered by centrifugation (13,000 rpm for 10 min),

dissolved in 20 pL of sterile deionized water, and stored at —80°C until use.

For western blot analysis, histone samples were separated by electrophoresis on a 15% SDS-

PAGE gel and then transferred to a PVDF membrane using a semi-dry transfer unit (Fisher
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Scientific). For this, the gel was equilibrated for 15 min in transfer solution III (0.3M Tris
pH 10.4) and the membrane (previously hydrated in methanol) in solution II (0.25M Tris pH
10.4). The transfer sandwich was assembled and allowed to run at 15 V for 1 h. The
membranes were then blocked with 5% nonfat dry milk powder dissolved in cold PBS and
left at 4°C overnight. The membranes were washed three times with cold TBS, and then the
primary antibody (1:1,000) was added and incubated at 4°C overnight. The following
antibodies against specific histone modifications were used: global acetylation (H3K9, K14,
K18, K23, K27) (Abcam ab47915), H3K9ac (Abcam, ab10812), for acetylation, H3K9me2
(Abcam Ab1220), and H3K9me3 (Abcam, ab8898) for di- and tri-methylation, respectively.
Antibody for histone H3 (Abcam, ab1791) was used for loading control. Subsequently, the
membranes were incubated for 2 h at 4°C with horseradish peroxidase-coupled anti-IgG
secondary antibody (1:3,000) (Cell Signaling Technology). The membranes were washed
three times, and 100 pL of Western ECL substrate was added. Finally, the membranes were
placed between two plastic sheets and exposed to an X-ray plate. The plate was manually
developed in the dark. The intensity of the signals was quantified by densitometry with
Image]J software. Sodium butyrate (3.5 mM) was used as a positive control for H3K9
acetylation induction and negative for H3K9me2/3 methylation induction. Data were

normalized based on H3 and presented as the relative level of expression for the vehicle.
2.5 Histone demethylase (HDM) activity assay

We employed a kit from Thermo Fisher (Cat. ETAHDMF) to measure the activity of LSD1
and Jumonji family demethylases (HDMs) in K-562 cells treated with the peptide y-thionin
(50.3 uM for K-562 cells and 47 uM for Jurkat cells) and vehicle (DMSO, 1.16% for K-562
cells and 1% for Jurkat cells). Cells were grown in plates of 96 wells and treated as y-thionin
for 24h. Cell lysates were obtained with 25 pL of the Tris-based buffer for cell lysis provided
with the kit. Then, we added the enzymatic reaction mix (supplied with the kit) containing
25 pL of IMJD2A (Jumonji family enzyme) to 50 uL of a 2mM ascorbate, 100pM FeSO4
solution, and 25 pL of a specific sequence of Histone H3 with the trimethylated lysine at
amino acid 9 (H3K9me3) containing 2mM alpha-ketoglutarate plus all cofactors and

inhibitors dissolved in Jumonji-type Assay Buffer. The plate was incubated for 1 h at 30-C.
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Finally, 25 pL of formaldehyde reagent was added to each well. Plates were incubated for

30min at 37°C. A standard curve with formaldehyde was running in parallel. Demethylase
reaction final volume was 100 pL in each well. The product of the enzymatic demethylation
reactions is formaldehyde, which was quantitated directly by a fluorescent product with a
Varioskan (Thermo Scientific) plate reader (450 nm excitation, 510 nm emission). HDM
activity was calculated considering the effect of the vehicle as basal activity (normalized to

1-fold).

2.6. Statistical analysis

Viability assays were analyzed with PRISM 8.0.2 software by performing a one-way analysis
of variance (one-way ANOVA) and using the post hoc Tukey test. The results are reported
as the mean = the standard errors (SE), and the significance level was set at p < 0.05. On the
other hand, the Student’s t-test was used for western blot analysis with a significance level

of p<0.05.

3. Results

3.1. The antimicrobial peptide y-thionin is cytotoxic to K-562 chronic myeloid

leukemia cells and Jurkat acute lymphoid leukemia

The effect of y-thionin on the viability of the K-562 and Jurkat cell lines was analyzed by
MTT assay. Increasing peptide concentrations (9.6, 19.2, 38.5, and 58 uM) were used for 24
h. Figure 1A and 2A show that the cytotoxic effect of the peptide on the K-562 and Jurkat
cell lines was in a concentration-dependent manner. From these results, the half-maximal
inhibitory concentration (ICso) calculated was 50.3 uM for the K-562 cell line (figure 1B)
and 47 uM for the Jurkat cell line (figure 2B) and corroborated by flow cytometry (figure 1C
and 2C). Therefore, for the rest of the experiments, the ICso value was used. Also, cell
morphology was analyzed by microscopy, and evident alterations were observed in both cells

treated with y-thionin and actinomycin D (figures 1D and 2D).
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Figure 1. The antimicrobial peptide y-thionin is cytotoxic to K-562 chronic myeloid leukemia
cells. (A) Effect of y-thionin on the viability of K-562 cells. Cells were treated with increasing peptide
concentrations (9.6, 19.2, 38.5, and 58 uM) for 24 h and analyzed by MTT. The data show the
percentage of cell viability. DMSO (1.16%) was used as a vehicle and actinomycin D 24 pyM (Act-
D) as a positive control of death. Data represent the mean of three independent experiments performed
in triplicate. Different letters denote significant differences within the treatments (one-way ANOVA
and Tukey’s comparison, p < 0.05). (B) The half-maximal inhibitory concentration (ICso) was
calculated by linear regression analysis; ICso: 50.3 uM; R*= 0.9169. (C) Evaluation of y-thionin ICs
by flow cytometry. DMSO (1.16%) was used as a vehicle and EDTA 15 mM as a positive death
control. Representative plots of the different treatment conditions are shown. Cells were treated as
described in the MTT assay, and 10,000 events were analyzed. (D) Cell morphology of K-562 after
24 h of treatment. Representative photographs taken by light-field microscopy are shown. Vehicle
(DMSO 1.16%), PaDef 50.3 uM, and actinomycin D (Act-D) 24 uM. Scale bar 20 pM.
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Figure 2. The antimicrobial peptide y-thionin is cytotoxic to Jurkat acute lymphoid leukemia
cells. (A) Effect of y-thionin on the viability of Jurkat cells. Cells were treated under increasing
peptide concentrations (9.6, 19.2, 38.5, and 58 uM) for 24 h and analyzed by MTT. The data show
the percentage of cell viability. DMSO (1 %) was used as a vehicle and actinomycin D 0.5 pM (Act-
D) as a positive control of death. Data represent the mean of three independent experiments performed
in triplicate. Different letters denote significant differences within the treatments (one-way ANOVA
and Tukey’s comparison, p < 0.05). (B) The half-maximal inhibitory concentration (ICso) was
calculated by linear regression analysis; ICso: 47 uM; R?= 0.9427. (C) Evaluation of y-thionin ICso by
flow cytometry. DMSO (1%) was used as a vehicle and EDTA 15 mM as a positive death control.
Representative plots of the different treatment conditions are shown. Cells were treated as described
in the MTT assay, and 10,000 events were analyzed. (D) Cell morphology of Jurkat after 24 h of
treatment. Representative photographs taken by light-field microscopy are shown. Vehicle (DMSO 1
%), PaDef 47 pM and actinomycin D (Act-D) 0.5 uM. Scale bar 20 uM.

_74 -



. ’—
\|[CMEB

3.1. y-thionin induces global epigenetic modifications in histone 3 in the K-562

and Jurkat cell lines

We analyze whether the cytotoxic effect of y-thionin on the leukemia cell lines K562 and
Jurkat was related to epigenetic modifications. The following epigenetic marks on histone 3
were analyzed: global acetylation (H3K9, K14, K18, K23, K27), lysine 9 acetylation
(H3K9Ac), lysine 9 trimethylation (H3K9me3), lysine 9 dimethylation (H3K9me2), lysine 4
trimethylation (H3K4me3) and serine 10 phosphorylation (H3S10P). The results showed that
in the K-562cell line, y-thionin up-regulates (~ 2-fold) the global H3 acetylation (figure 3A)
and the H3K9Ac marks (~ 1.5-fold) (figure 3B). Besides, in the Jurkat cell line, y-thionin
up-regulates (~ 2-fold) the global H3 acetylation (figure 3A) and the H3K9Ac marks (~ 1.5-
fold) (figure 3B).

In addition, ¢y-thionin increases histone 3 lysine 9 (H3K9me) methylation marks.
Furthermore, it up-regulates ~2-fold dimethylation and trimethylation marks (figure 4A and
B, respectively) in the K-562 cell line. Also, y-thionin in Jurkat cells increases ~ 3-fold the
H3K9me2 mark and ~ 2-fold the H3K9me3 mark (figure 4A and B, respectively).
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Figure 3. y-thionin treatment increases histone 3 acetylation in chronic myeloid leukemia line
K-562 and acute lymphoid leukemia Jurkat. A) Global acetylation marks (H3K9, K14, K18, K23,
K27) and B) Acetylation mark of lysine 9 (H3K9Ac). A representative Western blot image is shown
at the top of each section. Histones were extracted from cells treated for 24 h with y-thionin (50.3 uM
for K-562 and 47 uM for Jurkat), vehicle (DMSO, 1.16 % for K-562 and 1 % for Jurkat). Proteins
were separated by SDS-PAGE and Western transfer assays were performed. Densitometric analysis
plots corresponding to Western blot are shown at the bottom of each section. Histone 3 levels were
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used as a loading control. Values of y-thionin were normalized to the vehicle (DMSO), and NaB
values were normalized to untreated cells (negative). p < 0.05 indicate significant statistical
differences based on Student's t-test concerning the vehicle. n= 3. Values represent the mean + SE of

three independent experiments.
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Figure 4. y-thionin treatment increases histone 3 methylation in the chronic myeloid leukemia
line K-562 and acute lymphoid leukemia Jurkat. A) Lysine 9 dimethylation mark (H3K9me2) and
B) Lysine 9 trimethylation mark (H3K9me3). A representative Western blot image is shown at the
top of each section. Histones were extracted from cells treated for 24 h with y-thionin (50.3 uM for
K-562 and 47 uM for Jurkat), vehicle (DMSO, 1.16 % for K-562 and 1 % for Jurkat). Proteins were
separated by SDS-PAGE, and Western assays were performed. Densitometric analysis plots
corresponding to Western blot are shown at the bottom of each section. H3 levels were used as a
loading control. Values of y-thionin were normalized to the vehicle (DMSO), and NaB values were
normalized to untreated cells (negative). p < 0.01 indicates significant statistical differences based on
Student's t-test concerning the vehicle. n= 3. Values represent the mean + SE of three independent
experiments.
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To corroborate whether the increase in histone 3 methylation marks was related to the

inhibition of activity of histone demethylases (HDM) enzymes (enzymes responsible for
removing methylation marks on histones), the activity of two histone demethylases was
assessed: LDS1 or KDM1A (lysine demethylase 1A) and the Jumonji histone demethylase
JMJID2A or KDM4A (lysine demethylase 4A). In both cases, K-562 and Jurkat cells were
treated for 24 h with y-thionin and vehicle (DMSO). Then the corresponding lysates were
obtained to measure the activity of the demethylases. Depending on the case, the results show
15 to 20% inhibition of demethylases (figure 5). The only issue that remained without
apparent changes was the activity of the enzyme LDS1 in the Jurkat cells treated with y-
thionin. However, since this was a single duplicate experiment, it is necessary to re-evaluate

the activity of these demethylases to corroborate the significance of the decrease in activity.
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Figure 5. The activity of histone deacetylases in chronic myeloid leukemia K-562 and acute
lymphoid leukemia Jurkat cells treated with y-thionin. A/B) Histone demethylase LDSI or
KDMI1A and histone demethylase JIMID2A or KDM4A. Lysates were extracted from cells treated 24
h with y-thionin (50.3 uM for K-562 and 47 uM for Jurkat), vehicle (DMSO, 1.16 % for K-562 and
1 % for Jurkat) and were incubated with the substrates for LSD1 and Jumonji demethylases (JMJD).
Each bar shows the mean of HDM activity of cell lysates from one experiment = SE which were run
in duplicate (n = 2), considering the expression of control cells (vehicle) as 1 (data normalized).

Additionally, two more epigenetic marks on histone 3 were analyzed: trimethylation of lysine
K4 (H3K4me3) and phosphorylation of serine 10 (H3S10P). However, treatment with y-
thionin did not modify these marks in the both cell lines (figure 6).
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Figure 6. y-thionin treatment does not modify lysine 4 methylation marks or histone 3 serine 10
phosphorylation in chronic myeloid leukemia K-562 and acute lymphoid leukemia Jurkat cells.
A) Lysine 4 trimethylation mark (H3K4me3) and B) Serine 10 phosphorylation mark (H3S10P). A
representative Western blot image is shown at the top of each section. Histones were extracted from
cells treated for 24 h with y-thionin (50.3 pM for K-562 and 47 uM for Jurkat), vehicle (DMSO, 1.16
% for K-562 and 1 % for Jurkat). Proteins were then separated by SDS-PAGE and Western transfer
assays were performed. Densitometric analysis plots corresponding to Western transfer analysis are
shown at the bottom of each section. H3 levels were used as a loading control. Values of y-thionin
were normalized to the vehicle (DMSO), and NaB values were normalized to untreated cells
(negative). n= 3. Values represent the mean + SE of three independent experiments.
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4. Discussion
Epigenetic alterations in histones play an essential role in developing and maintaining
diseases such as cancer. Methylation and acetylation modifications are widely studied and
crucial for gene regulation, so alterations in these marks can alter the expression of multiple
genes that help in the development and maintenance of cancer. The search for molecules

capable of reversing these alterations is an attractive alternative for cancer treatment.

In the present work, the ICsos of the defensin y-thionin were determined in the acute lymphoid
leukemia Jurkat (ICso = 47uM) and chronic myeloid leukemia K-562 (ICso = 50.3 uM) cell
lines; in both cases, the effect was concentration-dependent. For K-562, there was a previous
report of the cytotoxic activity of y-thionin with an ICso of 50.26 uM through a calpain-
dependent apoptotic-like process (Flores-Alvarez, 2018). The ICso was re-calculated due to
a change in the cell line. These determinations allowed using the appropriate concentrations

to correlate the cytotoxic effect of y-thionin to epigenetic modulations.

As for its epigenetic activity, y-thionin increased histone 3 acetylation and methylation marks
in K-562 and Jurkat cell lines. The global acetylation and specific H3K9Ac mark were
increased in both cell lines. In addition, histone 3 methylation marks were also increased;
specifically, y-thionin increased the H3K9me2 mark ~3-fold in the Jurkat cell line and ~2-
fold in the K-562cell line. In turn, the H3K9me3 mark was increased ~ 2-fold in both cell
lines. However, it is necessary to identify whether, as occurred with PaDef (Chapter 1), the
increase in acetylation marks is related to an inhibition of HDACs (histone deacetylase
inhibitors) and whether the changes in epigenetic methylation marks could also be related to
changes in the enzymes responsible for histone methylation marks, this could give us a

broader picture of how y-thionin is exerting its effect.

In cancer, dysregulation is generated at various epigenetic levels (DNA methylation,
miRNAs, chromatin remodelers, and covalent modifications in histones). In the case of those
in which changes are generated at the histone level, various processes are altered that can
lead to the inactivation of tumor suppressor genes or activation of oncogenes (Audia &

Campbell, 2016). The recovery of altered cell phenotypes through epigenetic modifications
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is possible because, unlike genetic mutations, epigenetic alterations are reversible, making
searching for molecules with epigenetic activity in cancer attractive as an alternative

treatment for these diseases.

5. Conclusion

The y-thionin defensin increases the overall level of acetylation as well as the specific marks
on histone 3 (H3K9Ac, H3K9me2, and H3K9me3) in the K-562 chronic myeloid leukemia
and the Jurkat acute lymphoid leukemia cell lines. These results may be associated with their
cytotoxic activity in both cell lines. However, further evaluation is necessary to determine

how y-thionine activity is related to increased epigenetic marks.
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7.3.  CAPITULOS.
¢ Como afecta nuestra salud lo que mama comio durante el embarazo?
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antas veces hemos oido
gue cuando una mujer esta
G embarazada debe “comer
dos”? O que, a pesar de que la madre
consuma cualquier cantidad de comida o
tipo de alimento, “el bebé sélo tomara
aquello que requiere”. También se sugiere
que “ninguna comida es mala durante el
embarazo”, o por el lado contrario, se dice
“que se deben eliminar de tajo ciertos
alimentos ricos en grasas, sal o comida
picante, etc.” y que “el sobrepeso en una
mujer al embarazarse no afectard la salud
del bebé”. Los mitos y las creencias al
respecto son diversosy la realidad es que
a pesar de que tenemos muchas fuentes
de informacién a nuestro alcance, muchas
veces nos limitamos a creer lo que
nuestras madres o abuelas creian, o
consideramos como cierto todo aguello
que leemos en redes sociales y que
parezca “informacién dentifica” sin
asegurarnos que provenga de una fuente
confiable.

Lo cierto es que, el estado nutricio de
la mujer al momento del embarazo y la
alimentacion que decida llevar durante

5

este proceso “afecta al bebé” y puede ser
un determinante para la predisposicion
del bebé a la obesidad y al desarrollo de
enfermedades crénicas no transmisibles
en su vida adulta. Hablemos un poco al
respecto...

Sobrepesoy obesidad

El sobrepeso y la obesidad son un
problema de salud a nivel mundial.
Diversas fuentes, entre ellas la OMS,
indican que este problema es un
importante factor de riesgo para
enfermedades crénicas no trasmisibles
como: hipertension arterial, diabetes,
dislipidemias y algunos canceres como el
de ovario, mama, préstata, higado, entre
otros. En el 2018 la ENSANUT (Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion) informé
que en México: el 8.2% de la poblacion de
0 a 4 afios padece sobrepeso, el 35.6% de
la poblacién de 5 a 11 aflos padece
obesidad y sobrepeso, el 38.4% de la

Obesidad: ¢Como afecta nuestra
salud lo que mama comié durante

el embarazo?

Paola Jiménez Alcantar, Alejandra Ochoa Zarzosa

rio de Estudios en Biotecnologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
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Contacto: paolyja@gmail.com

Resumen: En México, la ENSANUT (2
y sobrepeso, oscila entre 8.2 y 38.4% de acuerdo a los rangos de edad estudiados, mientras que
en la poblacién mayor a los 20 a el 75 sufren obesidad o sobrepeso. De acuerdo con la
Organizacién Mundial de Ia Salud {OMS: la ubeqdad y el sobrepeso se definen como una

8) informa que la pobla

adicionado a un estilo de vida
o son los unicos factores que pueden desencadenarla. Si esun hecho
ad puede ser una enfermedad genética heredada, es destacable la contribucion de
que adquirimos durante la gestacion (heredada de los padres
car a lo largo del embarazo por | ambientales y nutricionale:
que la madre esta en contacto. Estas marcas epigenéticas cons
quimicos tanto en el DNA como en las proteinas asociadas al DNA que si bien, no modifican
sctamente la o n (funcion) de los genes, es
“enciende” 0 “apaga” los genes camblandu las funciones del organismo. Los cambios epigenéticos
que se generan durante el embarazo pueden influir en el desarrollo de la obesidad y de
enfermedades crénicas en la vida adulta como diabetes, hipertension, dislipidemia, ateroesclerosis,
entre otras.

Palabras clave: programacion fetal, obesidad, epigenética

poblacion de 12 a 19 afios padece
obesidad y sobrepeso y la poblacion
mayor a 20 aflos presenta 75.2% de
sobrepeso (39.1%)y obesidad (36.1%).

La obesidad siempre ha estado
asociada al consumo excesivo de calorias
adicionado a un estilo de vida sedentario,
pero el incremento de las estadisticas de
obesidad y el sobrepeso a nivel mundial
no es solo atribuible a tales condiciones,
por lo que se hace necesaria la busqueda
de informacién e investigacion que nos
proporcione respuestas sobre el aumento
desmedido en este problema.

éla obesidad estd codificada en
nuestros genes?

¢ Cudntas veces hemos escuchado que
si nuestros padres sufren de obesidad,
entonces nosotros somos susceptibles
también de padecerla? Si bien, es un
hecho que la obesidad puede ser una
condicion genética heredada, este no es
el unico factor desencadenante para esta
condicion, ya que existen otros factores
entre los que podemos destacar las
“marcas epigenéticas” que se adquieren
durante la gestacion (heredada de
nuestros padres), y que se pueden
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modificar a lo largo del embarazo por las
condiciones ambientales y nutricionales
con los que la madre estd en contacto.
Estas marcas epigenéticas consisten en la
adicion de grupos quimicos tanto en el
DNA como en las proteinas asociadas al
DNA que si bien, no modifican
directamente la secuencia del DNA, si
modifican la expresion (funcion) de los
genes, es decir, “enciende” o “apaga” los
genes. Los cambios epigenéticos que se
generan durante el embarazo pueden
influir en el desarrollo de la obesidad
(Figura 1) y de enfermedades cronicas en
la vida adulta como la diabetes, la
hipertensién, dislipidemias,
ateroesclerosis, entre otras (Milagro y
Martinez, 2013; Mouzakiy Ling, 2017).

Programacion metabdlica fetal

En la década de los 80, David James
Purslove  Barker un médico y
epidemidlogo  inglés propuso la:
“hipdtesis de Barker”, “programacion
fetal” o posteriormente llamada
“programacion metabdlica fetal” que
postula que la nutricién de la madre en el
embarazo y algunos factores ambientales
adversos  durante el  desarrollo
embrionario y fetal (periodo critico para




Modificaciones en las marcas epigenéticas
regidas por la nutricion materna y el medio

ambiente
1

[spermatozoide

C')vuloo " O

) Fertilizacion
1
Marcas epigenéticas
heredadas

Figura 1. Los cambios en las “marcas epigenéticas” regulados por la nutricién materna y el medio ambiente pueden influir en la tendencia a la obesidad

el desarrollo de organos y tejidos) pue
generar mbi estructural
metabdlicos y fisiologicos permanentes
en el individuo que lo hara susceptible a
padecer ciertas enfermedades cronicas
durante su vida adulta, entre ellas
e : hi n al,
dislipidemias, entre otras. (Barrera
Reyesa y FernandezCarrocerab, 2015;
RamirezVéleza, 2015; Zhu et al.,, 2019).
La “hipdtesis de Barker” ha migrado h
la teo rigenes del desarrollo de |
salud y la enfermedad adulto” o
“DoHaD (por sus siglas en inglés,
Developmental Origins of Health and
adult Disease) que postula que el entorno
de la vida temprana en periodos ¢
de desarrollo y el crecimiento influyen en
la salud posterior del individuo a corto y
largo plazo. (Mandy y Nyirenda, 2018)

CO5

on entre el desarrollo de la

af da, Ia

nutri na durante el embarazo y

las modificaciones epigenéticas se ha

demostrado en humanos por un grupo de

investigadores en la Universidad de

uthampton, 10 Unido, mediante

i DNA del corddn umbilical d

recién nacidos y otros que
posteriormente son propens
obesidad (Lillycrop et al 9).

La relac

5anos

Tanto la falta como el e o en los

ponentes de la dieta materna pueden
ser determinantes para ocasionar
cambios en el organismo del infante. El
consumo excesivo de alimentos con alto
contenido de grasa por parte de la

en la vida adulta. Modificado de: Li ¥, 2018,

embarazada juega un papel fundamental
en la tendencia de los nifios al sobrepeso
y la obesidad en edades tempranas.
Ademas, el desequilibrio en los acidos
grasos que recibe el infante durante el
embarazo contribuye a fa aparicion de
enfermedade no la diabe Ml

tipo 2, la hipertensién y dislipidemia
durante la etapa adulta (Milagro y
Martinez, 2013; Zhu Z. et al., 2019). Por

puede provocar d
mo la reduccion

cion estructural de los drganos,
n de ciertos tipos celulares que
formaran parte de dérganos y tejid

hormonas clave para el d
funcion del organismo del infante que se
: flejado  finalmente en una
ccion y retraso de su creci
(Kwony & Ki
demostrd  durante la bruna de
Holanda en los afios 40 d
que la desnutricion intrauterina puede
usar ob cendiente
adulta. Exi (
es de |a asociacion entre el bajo
o y la talla al nacer, con el aumento en
riesgo  de sufrir  posteriormente
enfermedades como hipertensién arterial
(HTA) y sindrome abdlico {en la que
estd incluida la obesidad). Por lo tanto, la
falta o el exceso de componentes en la
dieta materna durante el desarrollo del

infante pueden generar marcas
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enfermedades crd no transmisibles
(RamirezVéleza, 2015; Zhu et al., 2019).

Es importante destacar gue hay
estudios que comprueban que una dieta
balanceada durante el embarazo y/o la
lactancia materna puede jugar un papel
benéfico en la “programacion fetal”, y con
ello se puede poner freno al desarrollo de
enfermedades cronicas durante la vida
adulta, entre ellas el alaimante aumento
de obesidad a nivel munc

Alimentacién durante el embarazo
El est wtr de la mujer e

momento del embarazo y [a alimentadon
que |l durante este proceso, pueden
ser determinantes en la salud del infante,
asi que una alimentacion balanceada y
resultar en el
sino también

muestra un
requerimientc
de una muje
que no lo
Departamento de Nutricion
Bioprogramacion del Instituto Nacional

Isidro Espinosa de los
Reyes», Ciudad de México (FloresQuijano
y HellerRouassant, 2016).

mparativo de algunos
de energia y nutrientes
adulta emb

3, publicados por

exponen

algunas consideraciones generales sobre

una dieta adecuada: ingerir todos los

grupos alimenticios (frutas, verduras,
leguminosas y alimentos de




origen animal) en cantidades sufidentes
y equilibradas, evitar en la medida de lo
posible los “antojos desmedidos” y la
comida “chatarra”, tomar agua durante el

el consumo alimentos
crudos o poco cocinados, evitar el

refinados, de

critos por un médico
2013). Lo ideal es que I;s
ciones nutrime
Yy Prc
I'IUITID|0|50 de un m
nutricion que pueda orientar dp manera
adecuada los requerimientos especificos
de acuerdo al estado nutricio de la mujer
embarazada.
La nutricion en el embarazo nc

sdlo verse desde el pu
aporte *

mmid 5d|Ud )Ir'

in con los genes y
por tanto, una respuesta positiva hacia la
“programacion fetal”. Mantener habitos
alimenticios adecuados y un estilo de vida
saludable permitird que la interaccion
entre la madre gestante y el feto sea
favorable para la salud futura ¢
disminuye el riesgo de que e

adezca de enfermedades
e su vida adulta como

madre disminuye
de liquido

sidad, preeclampsia y anemia que
ponganen riesgo su vida y/ola del feto.

La evaluacion del estado nutricional
de la mujer embarazada y la educacion
alimentaria deberian ser practicas

rutinarias incorporadas a la consulta

embarazada a mantener habitos
entre ellos el de ingerir

una evaluac
uimiento de las embarazadas e 2
tido., Por lo tanto, uno de los
principales retos para el sector salud, no
solo para las mujeres embarazadas si no
en general para toda la poblacion, es el
concientizar y educar sobre los beneficios
de llevar una nutricion equilibrada y un
stilo de vida saluc
dentro

desarrollar obesidad u C
padecimientos con el propasito de poder
encontrar mecanismos para modificarlas.
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8. DISCUSION GENERAL

Es bien reconocido que los péptidos antimicrobianos pueden fungir como agentes
anticancerosos. Existen diversos reportes de actividades anticancerosas en péptidos
antimicrobianos e incluso existen algunos de ellos que ya se encuentran en ensayos clinicos
como potenciales agentes anticancerosos (ejemplo: LL-37 en fase II, para melanoma)
(Tornesello et al., 2020). En este trabajo, se evaluaron las modificaciones epigenéticas de la
histona 3 en dos lineas celulares de leucemias, inducidas por dos defensinas de plantas con

potencial como agentes anticacancerosos.

En un trabajo anterior, se reportd que la defensina PaDef es citotoxica en la linea de leucemia
mieloide crénica K-562, a través de un proceso de tipo apoptdtico activado por la via
extrinseca (Flores-Alvarez et al., 2018). En este trabajo se utilizo una linea de leucemia de
origen diferente, la linea de leucemia linfoide aguda Jurkat, en el que se demostrd que PaDef
también tiene un efecto citotoxico. El efecto de PaDef fue dependiente de la concentracion,
con una ICso = 47.3 uM, a través de la activacion de un mecanismo de tipo apoptotico. Esto
es deseable en un candidato a tratamiento, debido a que se evita la inflamacion producida por
mecanismos de muerte como la lisis celular (necrosis) (Adeyinka & Bashir, 2022). La
induccion de la apoptosis fue iniciada a través de la activacion de caspasas 8 y 9, que activan

las vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis, correspondientemente.

Consecuentemente con la activacion de la via intrinseca de la apoptosis, se determino que el
tratamiento con PaDef indujo la produccion de ROS y la pérdida en el potencial de membrana
mitocondrial. Ademas, el analisis de la expresion génica de la familia Bcl-2 arrojo que el
tratamiento con PaDef disminuye significativamente la expresion de los miembros
antiapoptdticos de la familia Bcl-2: Blc-2 y Bcel-w, pero se sobreexpresan los genes
proapoptodticos Bax y Bik. Mientras que la disminucion del gen Bel-2 no se refleja a nivel de
proteina, el incremento en la expresion de Bax y Bik puede resultar de interés, debido a que
existe un reporte que respalda la capacidad de Bik para activar la muerte apoptotica
independiente de caspasas a través de Bax (Oppermann et al., 2005). Este dato es relevante,

debido a que el bloqueo de la activacion de caspasas no inhibi6 el efecto citotoxico de PaDef,
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por lo que se propone que se pueden activar mecanismos alternos para la induccion de la
apoptosis, y esto podria estar relacionado con la sobreexpresion de Bik. Sin embargo, es

necesario verificar si la sobreexpresion de estos genes se refleja también a nivel de proteina.

El hecho de que una molécula pueda desencadenar la muerte celular a través de varias vias,
puede representar una ventaja importante frente a la resistencia al tratamiento, ya que la
resistencia a la muerte celular es uno de los sellos distintivos de las células cancerosas, y en
las leucemias, la resistencia a la quimioterapia es algo frecuente. La apoptosis puede ser
evadida en las células cancerosas a través de diversas proteinas, por ejemplo, la
sobreexpresion de componentes antiapoptoticos o la subexpresion de componentes
proapoptoticos (Pfeffer & Singh, 2018). La restauracion de la apoptosis en las células
cancerosas es un blanco deseable para las moléculas anticancerosas, esto permite la
eliminacion de las células cancerosas que perdieron la capacidad de desencadenar la
apoptosis ante la pérdida de la homeostasis entre la proliferacion celular y la tasa de muerte

celular (Chung, 2018) (Capitulo 1).

Por otra parte, también se determind la ICso para la defensina y-tionina en las lineas celulares
K-562 y Jurkat (Capitulo 2). La ICso calculada para y-tionina en la linea celular Jurkat fue 47
uM y para K-562 fue 50.3 uM. En ambos casos la actividad de y-tionina fue dependiente de
la concentracion. Los rangos encontrados en las ICso de ambos péptidos coinciden con los
reportes de citotoxicidad de otros péptidos, FK-16 (40 uM), que es un péptido derivado de la
catelicidina humana LL-37, este fue probado en células de cancer de colon HCT116 (Ren et
al., 2013), un péptido de semillas de frijol escarlata, faseococcina (40.5 uM) en células de
leucemia HL60 (Ngai & Ng, 2005) y gimnina (50 uM), un péptido proveniente de semillas
de frijol, probado en una linea de leucemia murina M1 (Wong & Ng, 2003). Estas
determinaciones, permitieron utilizar las concentraciones a las que las defensinas son
citotoxicas, tanto en las c€lulas Jurkat como en la linea celular K-562, para determinar si

tenian un efecto de tipo epigenético asociado a su actividad citotoxica.

En cuanto al andlisis epigenético, tanto PaDef (capitulo 1) como y-tionina (capitulo 2),
inducen cambios en las marcas de acetilacion (global y especifica de la lisina 9) y metilacion

en la histona 3 (dimetilacion y trimetilacion de la lisina 9), con una regulacion a la alza. El
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incremento en la marcas de acetilacion para el tratamiento con PaDef en la linea celular Jurkat
esta correlacionado con la inhibicion de la actividad de las HDACs de clase | (HDAC T, 2, 3
y 8). Esto podria indicar que PaDef es un inhibidor de HDACs (iHDAC) en la linea celular
Jurkat (Capitulo 1). Para el caso de y-tionina, es necesario analizar la activad de las HDACs
para corroborar que el incremento en las marcas de acetilacion también estan asociadas a la
inhibiciéon de HDACs. Hasta el momento, de los iHDACsS existentes (aprobados por la FDA
y en ensayos clinicos), existen algunos inespecificos y otros mas, creados mas recientemente,
dirigidos a HDACs especificas. La especificidad en los iHDACs ayuda a disminuir los
efectos toxicos hacia las células sanas; sin embargo, no los desaparece por completo
(Eckschlager et al., 2017). En el caso de PaDef, nuestros reportes indican que ejerce su
actividad en células cancerosas sin dafiar células sanas (Flores-Alvarez et al., 2018), esto
podria representar una ventaja frente a los iHDACs existentes, ya que podrian reducir los

efectos toxicos asociados con el péptido.

Ademats, se realiz6 un analisis in silico para determinar la viabilidad de la union directa entre
PaDef y las HDACs de clase I, el resultado mostrd energias libres de afinidad (AG) mas
favorables que algunos de los iIHDACS ya reportados (TSA, SAHA y NaB), y aparentemente,
la unidén no depende del sitio catalitico de la enzima. Esto podria representar otra ventaja del
uso de PaDef como un iHDACs ya que algunos de los principales iHDACs son moléculas
pequefias que bloquean la actividad enzimatica a través el sitio catalitico de la enzima (se
unen a una molécula de Zn** dentro del sitio catalitico); sin embargo, existen varias proteinas
que cuentan con estos mismos sitios de uniéon que son blanco de estos mismos inhibidores,
por tal motivo el efecto sigue siendo inespecifico y se presentan efectos secundarios
asociados (Ganesan et al., 2019). Sin embargo, resulta necesario corroborar que

efectivamente existe una union directa entre PaDef y HDAC.

Por su parte, el incremento en las marcas de metilacion (dimetilacion y trimetilacion de la
lisina 9), tanto para y-tionina (capitulo 2) como para PaDef (capitulo 1), podria estar
relacionado a la iIHDACS, pues se sabe que los tratamientos con iHDACs pueden tener un

impacto en el estado de metilacion de histonas (véase discusion del capitulo I). No obstante,
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las marcas que se han encontrado modificadas son diversas, lo que sugiere que no existe un

patron especifico de cambio.

La reversibilidad de las alteraciones epigenéticas ha propiciado un gran interés en la
busqueda de moléculas con actividad epigenética en células cancerosas (Feng & De
Carvalho, 2022). Los principales candidatos objetivos en la busqueda de farmacos
epigenéticos son las enzimas epigenéticas (lectores, escritores y borradores) (Feng & De
Carvalho, 2022). Pero hasta el momento, ain no se comprende del todo los efectos de los
farmacos epigenéticos existentes, por lo que el entendimiento de los mecanismos
epigenéticos que pueden tener las moléculas con actividad epigenética orientard de mejor

manera los tratamientos contra el cancer.
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9. CONCLUSION GENERAL

Las defensinas de plantas y-tionina y PaDef incrementan marcas de acetilacion y metilacion
en la histona 3, en células de leucemia mieloide cronica y linfoide aguda. Ademas, PaDef
inhibe la actividad de las HDACs de clase 1. Estas modificaciones se observan al tratar las
lineas celulares de leucemia con las ICso de las defensinas, por lo que la modulacién
epigenética podria estar relacionada con el efecto citotoxico de las defensinas. La evidencia
sugiere que estas moléculas podrian ser candidatos prometedores en la busqueda de terapia
epigenética que ayude en el tratamiento para las leucemias. Sin embargo, el conocimiento a
profundidad de los mecanismos moleculares involucrados en el efecto de estas defensinas
resulta necesario e ideal, dado que los farmacos epigenéticos aprobados hasta el momento en
la terapia contra las leucemias, carecen del conocimiento suficiente como para entender los
efectos a largo alcance. A pesar de lo anterior, los farmacos epigenéticos muestran resultados
prometedores en diversos tipos de pacientes con leucemia, por lo que siguen resultando ser

una alternativa atractiva.
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