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Resumen

El cancer se origina por alteraciones genéticas que favorecen la proliferacion celular descontrolada y la resistencia a
la apoptosis. En neoplasias hematologicas, el oncogén BCR-ABL1 es clave, y su estudio ha llevado al desarrollo de
inhibidores de tirosina quinasa como imatinib. No obstante, la resistencia a estos tratamientos sigue siendo un reto
clinico. En este contexto, los extractos naturales representan una alternativa terapéutica prometedora. Este estudio
evalu6 el efecto de cuatro extractos vegetales (Esperanza de Petiveria alliacea, P2Et de Caesalpinia spinosa,
Tillandsia usneoides y Piper nigrum) sobre la expresion de BCR-ABL1 en células K562, su posible interaccion con la
proteina ABL1 y su influencia sobre la actividad citotoxica de imatinib. La qPCR mostr6é que Esperanza, P2Et y P.
nigrum reducen significativamente la expresion del oncogén. Los analisis in silico no revelaron interacciones directas
con ABL1, pero si con proteinas clave como p53 y ATM. Los ensayos de sinergia indicaron un efecto antagonico al
combinar Esperanza, P2Et y Tillandsia usneoides con imatinib, mientras que Piper nigrum mostro un efecto aditivo.
Estos hallazgos sugieren que los extractos pueden modular vias moleculares relevantes en leucemia, y destacan a
P. nigrum como un posible agente coadyuvante en terapias combinadas con imatinib.
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1. Introduccién

El cancer es una enfermedad compleja caracterizada por la convergencia de multiples vias moleculares y celulares
que favorecen el desarrollo del fenotipo tumoral. Estas alteraciones son producto de la acumulacion progresiva de
mutaciones en protooncogenes y genes supresores de tumores (1). Los oncogenes son versiones mutadas o
alteradas de los protooncogenes, cuya funcion fisiolégica es regular procesos esenciales como el crecimiento, la
diferenciacion y la supervivencia celular (2). Su activacion puede deberse a mutaciones puntuales, traslocaciones
cromosoémicas o amplificaciones génicas, otorgando a las células ventajas proliferativas, resistencia a la apoptosis y
evasion de los mecanismos de control del ciclo celular, favoreciendo asi su inmortalizacién (3). Entre los oncogenes
mas estudiados se destacan MYC, RAS y BCR-ABL1, debido a su implicacion en una amplia variedad de tipos de
cancer y a su papel clave en la regulacién de procesos celulares fundamentales (4).

El oncogén BCR-ABL1 se origina a partir de una translocacion reciproca entre el gen BCR, ubicado en el cromosoma
22 y el gen ABL, ubicado en el cromosoma 9, generando el denominado cromosoma Filadelfia (Ph). Este gen de
fusion es responsable del desarrollo de varios tipos de cancer hematopoyéticos, incluyendo el 99% de los casos de
leucemia mieloide cronica (LMC), el 15% de los casos de leucemia linfoblastica aguda (LLA) y el 1% de los casos
de leucemia mieloide aguda (LMA) de novo (5-7). La fusion de BCR con ABL conlleva a una oncoproteina con
actividad tirosina quinasa constitutiva a nivel citoplasmatico, esto activa una variedad de vias de sefializacién como
RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT y WNT/B-catenina (8). Estas vias conducen a una proliferacion celular
descontrolada e inhibicién de la apoptosis (9). Ademas de su papel en la activacion de mdltiples vias de sefializacién,
la oncoproteina BCR-ABL1 también induce a una inestabilidad genémica al generar especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que contribuye a la acumulacion de mutaciones secundarias y a la progresion de la enfermedad. Asimismo,
se ha observado que BCR-ABL1 puede modular la expresion de genes implicados en la adhesion celular,
promoviendo la evasion de las células leucémicas del microambiente de la médula 6sea y facilitando su diseminacion
en la sangre periférica (10).

Desde una perspectiva terapéutica, la identificacién del gen de fusién BCR-ABL1 ha sido crucial para el desarrollo de
inhibidores de tirosina quinasa (TKI), los cuales se clasifican en tres generaciones: los de primera generacion, como
el imatinib; los de segunda generacion, como dasatinib y nilotinib; y los de tercera generacién, como el ponatinib (11).
Los TKI han revolucionado el tratamiento de neoplasias hematoldgicas con esta alteracion genética, permitiendo
obtener una respuesta clinica significativa, asi como el aumento de la supervivencia global y la reduccién de la
progresion de la enfermedad (12). Entre los mecanismos de resistencia se encuentran las mutaciones adquiridas en
el gen BCR-ABL1, como la T315I, la cual impide la accion de la mayoria de los inhibidores disponibles. Ademas, las
células leucémicas pueden activar de manera constitutiva rutas de sefalizacion como PI3K/AKT, RAS/MAPK y
JAK/STAT, lo que les permite continuar proliferando y sobreviviendo incluso cuando la actividad de BCR-ABL1 ha
sido bloqueada por el tratamiento. Otros mecanismos de resistencia incluyen la influencia de un microambiente
tumoral protector, que favorece la supervivencia y el crecimiento del clon tumoral, la expulsién activa del farmaco
mediante proteinas transportadoras y alteraciones epigenéticas que contribuyen a la persistencia del tumor a pesar
de la terapia (13-15).

La resistencia a los TKIs no solo dificulta el tratamiento oncoldgico, sino que también implica un impacto econémico
significativo. En Colombia, por ejemplo, cambiar de un TKI de primera a segunda o tercera generacion puede triplicar
el costo inicial del tratamiento (16). A este desafio econdmico, se suman los efectos adversos graves asociados al
uso prolongado TKIs , como hipertension, deterioro de la funcién cardiaca y erupciones cutaneas (17). Esta situacion
destaca la necesidad de desarrollar alternativas terapéuticas accesibles que no solo actien como terapias
coadyuvantes para minimizar el desarrollo de resistencia a los TKIs, sino que también ayuden a reducir los efectos
adversos asociados a estos tratamientos. Entre estas alternativas, los extractos derivados de plantas emergen como
una opcion prometedora, debido a sus propiedades potenciales para complementar la eficacia de los tratamientos
convencionales y mejorar la calidad de vida de los pacientes (18,19).

Las plantas han demostrado propiedades antitumorales que han sido aprovechadas desde tiempos ancestrales,
atribuidas a compuestos bioactivos primarios como alcaloides, taninos, flavonoides, fenoles, esteroides, terpenoides
y saponinas (20). Diversos estudios han identificado mdltiples mecanismos de accion de dichos compuestos
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bioactivos, como la induccion de apoptosis, inhibicién de la angiogénesis, modulacion de la respuesta inmunitaria,
capacidades antioxidantes, reduccion de la invasiéon y metastasis, ademas de ser tratamientos potenciales como
coadjuvantes de quimioterapéuticos actuales (21,22). Por ejemplo, algunos extractos o compuestos derivados de
Echinacea purpurea, Curcuma longa y Allium sativum han demostrado una actividad antitumoral en el cancer de seno
(23). De manera similar, los extractos de Cephalotaxus harringtonia, Catharanthus roseus y Maytenus serrata han
mostrado propiedades anti-leucémicas (24). Ademas, la combinacion del quimioterapéutico citarabina con el
compuesto natural resveratrol tiene un efecto antiproliferativo en células leucémicas (25), mientras que la asociacion
de un extracto metandlico de Mucuna macrocarpa con triéxido de arsénico potencia la induccion de apoptosis en
dichas células (26). Cabe destacar que el resveratrol también ha demostrado actividad antitumoral en modelos de
cancer gastrico, actuando mediante la inhibicién de oncogenes como (-catenina y c-Myc, lo que refuerza su potencial
como agente terapéutico en diferentes tipos de cancer (27).

En el grupo de Inmunobiologia y Biologia Celular (GIBC) de la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ), hemos
estudiado la actividad antitumoral de cuatro extractos derivados de plantas de crecimiento nativo en Colombia, como
lo son: Esperanza, P2Et, ,T. usneoides y P. nigrum, en modelos de cancer de seno, melanomay leucemia. El extracto
Esperanza, obtenido de las hojas y tallos de Petiveria alliacea, ha sido ampliamente utilizada en la medicina
tradicional de América Latina; esta planta fue objeto de un caso interesante en Nicaragua en la década de 1960. En
ese entonces, se observd que vacas afectadas por leucemia mostraban signos de mejoria después de consumirla
(28). Entre los principales compuestos bioactivos identificados en Esperanza se encuentran algunos aminoacidos
(como serina, prolina, glicina y metionina), acidos grasos, lipidos, nucleésidos, nucleétidos y compuestos fendlicos
(29). Este extracto tiene varios mecanismos de accién que contribuyen a su actividad antitumoral. En el modelo de
leucemia, evidenciamos que el extracto mostré una marcada inhibicion de la proliferacion celular al incrementar el
tiempo de duplicacion, sin inducir citotoxicidad significativa, lo que indica un efecto citostatico predominante (30,31).
Ademas de alterar la funcion mitocondrial en las células K562 (32) y reducir la carga tumoral en un modelo in vivo
(33)

Por su parte, el extracto P2Et, proveniente de las vainas de Caesalpinia spinosa, comiUnmente conocida como
“dividivi” o “tara”, es nativa de América del Sur y utilizada en la medicina tradicional por sus capacidades
antiinflamatorias y antitumorales (34). Hemos demostrado que este extracto induce a la apoptosis en células
tumorales mediante de la via del estrés del reticulo endopldsmico, lo que conlleva a la disfuncién mitocondrial y
activacion de caspasas, llevando a la muerte celular (35). Ademas, un aspecto critico en el tratamiento del cancer es
la resistencia a los farmacos, que a menudo se debe a la sobreexpresion de bombas de eflujo, como la glicoproteina
P (P-gp). Estas bombas expulsan los farmacos quimioterapéuticos de la célula tumoral lo que reduce su eficacia. Sin
embargo, identificamos que el extracto P2Et puede inhibir estas bombas de eflujo, aumentando asi la acumulacion
de farmacos en células de cancer de seno (36). Ademas, este compuesto reduce los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en varias lineas celulares leucémicas, lo que demuestra su capacidad antioxidante (32).
Finalmente, se ha establecido que este extracto no presenta genotoxicidad ni mutagenicidad, lo que refuerza su perfil
de seguridad como un potencial fitomedicamento, aspecto crucial para su implementacion en tratamientos clinicos
(37).

Asimismo, el extracto etandlicos de T. usneoides derivado de las hojas de la planta Tillandsia usneoides, conocida
como “barba de viejo”, ha sido utilizada en la medicina tradicional en diversas culturas, especialmente en América
latina, debido a sus propiedades medicinales. Se ha demostrado que su extracto posee una rica composicion
quimica, incluyendo triterpenos y flavonoides. En particular, hemos identificado que este extracto induce apoptosis
en las lineas celulares de mama (4T1 y MCF-7) y melanoma (B16-F10) (38). También puede inducir estrés oxidativo
y disminuir la tasa de proliferacion de células de leucemia DA-3/ER-GM (39). En dltimo lugar, el extracto de P. nigrum,
derivado de los frutos de la planta Piper nigrum, no solo induce a la apoptosis en células tumorales, sino que también
altera el metabolismo de la glucosa y el estado redox, lo que sugiere que podria actuar tanto a nivel celular como a
nivel metabdlico (40). Ademds, P. nigrum tiene un efecto importante en la reduccién del tamafo tumoral y la
disminucion de metastasis en modelos murinos de cancer de mama y melanoma, que podria estar relacionado por
su rol en la modulacion del sistema inmune al incrementar la frecuencia de células dendriticas y células T CD8*
activadas, mientras reduce la presencia de células T reguladoras en el microambiente tumoral (41).




Teniendo en cuenta lo anterior, si bien hemos logrado identificar varios mecanismos de accién que podrian
explicar, al menos en parte, la actividad antitumoral de nuestros extractos, ain no hemos evaluado su capacidad
para regular la expresion de oncogenes ni su efecto sobre la actividad de TKIs. En este sentido, este trabajo tiene la
siguiente pregunta de investigacion: ¢ Los extractos Esperanza, P2Et, T. usneoides y P. nigrum modulan la expresion
del oncogén BCR-ABL1, interactdan con la proteina ABL1 y pueden potenciar la actividad citotoxica de TKI en células
leucémicas?. Por lo tanto, el objetivo principal de esta investigacion fue analizar los cambios en la expresion del
oncogén BCR-ABLL1 tras el tratamiento con Esperanza, P2Et, T. usneoides y P. nigrum; ademas de evaluar su posible
interaccion con la proteina ABL1 mediante ensayos in silico y el impacto de estos extractos sobre la actividad
citotdxica del TKI imatinib. Nuestra hipotesis plantea que estos extractos reducen la expresiéon del oncogén BCR-
ABL1 y potencian la actividad citotéxica del imatinib en células leucémicas. Ademas, que algunos compuestos
principales de los extractos tienen una conexion directa con la proteina ABL1 afectando su funcién tirosina quinasa.

2. Metodologia

El disefio metodologico, ampliado en la Figura 1, se estructurd en tres actividades principales con multiples tareas
orientadas a alcanzar el objetivo general del estudio. En primer lugar, se utilizé la linea celular K562, un modelo
leucémico que expresa el oncogén BCR-ABL1, la cual fue tratada con los extractos Esperanza, P2Et, T. usneoides y
P. nigrum. Posteriormente, se evalud la posible interaccion de algunos compuestos bioactivos presentes en estos
extractos con la proteina ABL1 mediante analisis in silico. Y finalmente, se realizaron ensayos de combinacion de los
extractos con imatinib para determinar su efecto conjunto sobre la viabilidad de las células K562.
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Figura 1: Resumen del disefio metodolégico usado en esta investigacion.

2.1 Cultivo celular

Para esta investigacion se utilizé la linea celular leucémica K562, esta presenta la translocacién cromosémica t(9;22),
responsable de la fusion de los genes BCR y ABL1 y en consecuencia, de la produccion de la oncoproteina BCR-
ABL1 con actividad tirosina quinasa aberrante. Esta linea celular, derivada de un paciente en fase blastica eritroide
de una LMC (42), fue adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC) y cultivada en medio RPMI-1640
(EUROBIO®) suplementado con L-glutamina (2 mM), HEPES (10 mM), piruvato de sodio (1 mM), suero fetal bovino
(SFB) (10%) y una solucién antibidtica de penicilina/estreptomicina (1%). Los cultivos se mantuvieron en incubacion
a 37 °C en una atmosfera humidificada con 5% de CO,. La linea celular se subcultiv cada 2 o 3 dias para mantener el
crecimiento exponencial y una viabilidad celular superior al 95%. Para el subcultivo, las células fueron recolectadas y
centrifugadas a 1.800 rpm durante 5 minutos, seguida de la resuspension en 5 mL de medio fresco. La evaluacion de
la viabilidad celular se realiz6 mediante el colorante azul de tripano (0,4%) y la densidad celular se ajusté a 500.000
células/mL en cajas de 25 cm2 0 1.000.000 células/mL en cajas de 75 cm?. Todos los experimentos se realizaron en
el segundo o tercer pase.




2.2 Obtencién y preparacion de los tratamientos
2.2.1 Imatinib

El imatinib es un farmaco que inhibe de manera especifica la actividad constitutiva de la tirosina quinasa tumoral
BCR-ABL1 (43). Las tabletas de Glivec® (400 mg, NOVARTIS), cuyo principio activo es el imatinib, fueron
proporcionadas como cortesia por el Hospital Universitario San Ignacio (HUSI). Para los ensayos experimentales, se
utilizé un comprimido de imatinib, el cual fue macerado hasta obtener un material particulado fino. De este material,
se pesaron 10 mg y se disolvieron en 1 mL de DMSO, alcanzando una concentracion final de 20,269 pmol/L (44).

2.2.2 Extractos de plantas

Las hojas y tallos de P. alliacea fueron recolectados en Lérida, Tolima, Colombia, identificados en el Herbario Nacional
Colombiano (COL193) para obtener el extracto Esperanza. El material vegetal fue lavado y sometido a infusion con
agua hirviendo durante 30 minutos. El extracto liofilizado, producido bajo las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM)
en LABFARVE, fue validado quimicamente segin lineamientos de la FDA y certificado por la Farmacopea de Estados
Unidos (33). Por otra parte, el extracto P2Et derivado de Caesalpinia spinosa proviene de vainas recolectadas en
Villa de Leyva, Boyaca, Colombia, con identificacion en el Herbario Nacional Colombiano (COL523714). El material
fue deshidratado, molido y extraido por percolacion con etanol (EtOH) absoluto (96 %) durante 10 dias. El extracto
crudo fue concentrado, fraccionado con solventes organicos y se obtuvo el precipitado. La produccion se realiza bajo
BPM en LABFARVE, con autorizacion del Ministerio de Medio Ambiente de Colombia y siguiendo directrices de la
FDA (37).

Asimismo, el extracto de T. usneoides se obtuvo de hojas frescas de Tillansia usneoides recolectadas en Villa de
Leyva, Boyaca, Colombia, identificadas en el herbario de la Pontificia Universidad Javeriana (espécimen 30547). El
extracto fue caracterizado quimicamente y reconstituido en EtOH absoluto (96%) (39). Finalmente, el extracto de P.
nigrum fue obtenido de frutos frescos de la planta Piper nigrum recolectados en Putumayo, Colombia, identificados
en el herbario de la PUJ (espécimen 30548). Los frutos molidos se extrajeron por percolacién con EtOH absoluto
(96%) y el extracto concentrado por evaporacion rotatoria. El extracto seco se almacend en viales dmbar a
temperatura ambiente (41). Para los ensayos, se reconstituyé en EtOH absoluto (96 %) o agua destilada a una
concentracion de 50 mg/mL, inmediatamente antes de su uso experimental

2.3 Concentracién inhibitoria 50 (Clso) del imatinib.

Para determinar la Clso de imatinib sobre la linea celular K562, se implementé un subcultivo en pase 3 y se uso el
método colorimétrico MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) (33). se
prepararon diluciones seriadas del farmaco en concentraciones desde 200 hasta 1,56 uM en placas de 96 pozos con
fondo redondo, sembrando 6 x 10* células por pozo. Tras 48 horas de incubacion, las placas se centrifugaron, se
eliminé el medio, y se afiadieron 100 yL de RPMI sin rojo fenol y 50 pL de la solucion de MTT (1 mg/mL, H20) por
pozo. Posteriormente, las placas se incubaron durante 4 horas, y el revelado se realiz6 utilizando DMSO. Finalmente,
la absorbancia se midié a 540 nm por espectrofotometria utilizando el fotdmetro para microplacas Multiskan™ FC.
Se implementé como control DMSO vy los vehiculos en los cuales se diluyeron los extractos (H20 para Esperanza y
EtOH para P2Et, T. usneoides y P. nigrum). Los andlisis de viabilidad se realizaron calculando el porcentaje para
cada concentracion, en Microsoft Excel, teniendo en cuenta los promedios del control y tratamientos (absorbancia
del tratamiento x 100/ promedio absorbancia de los controles). Posteriormente, el valor de Clsy (50% de inhibicion
del crecimiento celular) se determiné utilizando el software estadistico GraphPad Prism versiéon 8.1.1 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). El experimento se repitié de forma independiente en dos ocasiones.

2.4 qPCR

Las células K562 fueron sembradas en cajas de cultivo de 25 cm? a una densidad de 1 x 10° células/mL.




previamente por el GIBC de la PUJ (39)(29). Después de 48 horas, se realizé la extraccion de ARN utilizando el
reactivo TRIzol LS (Life Technologies, Waltham, MA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. La calidad y cantidad del ARN extraido se evalu6 mediante espectrofotometria con un NanoDrop
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Estados Unidos). Para determinar la pureza del ARN y descartar posibles
contaminaciones por proteinas o compuestos quimicos, se analizaron las relaciones de absorbancia 260/280 y
260/230 (45).

Tabla 1. Resumen de las concentraciones de los tratamientos usados
sobre la linea celular leucémica K562

Tratamiento 1/2 Clso 1/5 Clso
P2Et [ug/mL] 127 50,8
T. usneoides [pg/mL] 8,645 3,458
P. nigrum [pg/mL] 14,81 5,924
Esperanza [ug/mL]* 77,5 31
Imatinib [pM]

*Esperanza no presenta actividad citotoxica, pero si antiproliferativa (28). Por
esta razdn, se seleccion6 un valor de 155 pg/mL como concentracién de referencia
en el estudio.

El ADN complementario (ADNc) se sintetizé a partir del ARN total con la transcriptasa inversa SuperScripts I,
siguiendo las instrucciones del fabricante (Life Technologies Corporation, Invitrogen, NY, EE. UU.). Para la reaccién
de PCR en tiempo real, se agregaron 100 ng de ADNc, KiCqStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix™y 200 nM de
cebadores directos e inversos en un volumen total de 20 uL. Las secuencias de los cebadores usados se muestran
en la Tabla 2. El protocolo se llev6 a cabo en 40 ciclos por 1 horay 13 minutos (Anexo 1). Las reacciones se realizaron
por duplicado utilizando sistemas de PCR en tiempo real QuantStudio 3 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). La expresion relativa del gen asociado se normalizé con respecto al gen de control endégeno B2M (beta-2-
microglobulina). La expresion relativa se calculé utilizando el método comparativo 2-AACT (45).

Tabla 2. Cebadores utilizados en los analisis de gPCR SYBR® green

Nombre Primer Secuencia (5" - 3 Temperatura anillamiento
BCRABL1_F ACTCCAGACTGTCCACAGCA 57
BCRABL1 R TTGGGGTCATTTTCACTGG 57
B2M_F GCTGTCTCCATGTTTGATGTATC 60
B2M_R TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 60

2.5 Prediccién de la interaccién entre compuestos quimicos identificados en Esperanza, P2Et, T. usheoides
o P. nigrum con la proteina ABL1.

Para los andlisis bioinformaticos de interaccion, se seleccionaron compuestos biomarcadores o aquellos con mayor
abundancia de los extractos de interés, previamente identificados en el GIBC mediante cromatografia de liquidos de
alto rendimiento (HPLC) (30,39,46). El andlisis se llevd a cabo utlizando la base de datos STITCH 4
(http://stitch.embl.de/), que facilita la identificacion de interacciones entre diversos compuestos quimicos y proteinas.
En el campo de palabras clave, se ingresaron los “nombres de los compuestos” en inglés y el nombre de la proteina
"ABL", seleccionando la especie Homo sapiens. Se definié una puntuacién cuantitativa, un score mayor a 0,7 como
umbral, ya indica una alta probabilidad de que la interaccién entre el compuesto bioactivo y la ABL1 sea significativa
y confiable, segun lo descrito en (47)



http://stitch.embl.de/

2.6 Ensayos de sinergia

Estos experimentos fueron realizados utilizando 7 concentraciones de cada tratamiento y todas las combinaciones
posibles entre ellos, creando matrices 7x7, y en el caso de P2Et 7x6. Las concentraciones de cada tratamiento se
seleccionaron en funcion de la Clso calculada para P2Et, T. usneoides y P. nigrum, o de la concentracion de referencia
para Esperanza, segun se describié anteriormente. Se escogieron dos concentraciones superiores y cuatro inferiores
a dicho punto de referencia. La siembra de las células, las diluciones de los tratamientos y las mediciones de viabilidad
celular se realizaron en placas de 96 pozos de fondo redondo, utilizando el ensayo MTT para evaluar la viabilidad
celular en respuesta a los diferentes tratamientos. La aplicacion web SynergyFinder+ (https://synergyfinder.org/) fue
usada para analizar los datos de respuesta a las dosis de combinaciones de los tratamientos. Se consider6 que una
combinacion era sinérgica cuando el puntaje promedio del modelo ZIP (Zero Interaction Potency) de dos réplicas
bioldgicas era igual o superior a 10. Se calific6 como antagonica cuando el puntaje era inferior a -10, y como aditiva
cuando el valor estaba entre -10 y 10 (48). Los rangos de concentraciones evaluadas de cada tratamiento se
describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de los rangos de concentracion

usadas en la matriz de combinacién entre P2Et, T.

usneoides, P. nigrum, Esperanza e imatinib sobre la
linea celular leucémica K562

Tratamiento Rango
P2Et [ug/mL] 84,6 - 1,016
T. usneoides [ag/mL] 69,16 - 5,76
P. nigrum [pug/mL] 9,87 - 118,48
Esperanza [pug/mL] 51,6 - 465
Imatinib [pM] 12,23 - 146,76

3. Resultados
3.1 El imatinib es altamente citotéxico sobre lalinea celular K562

Dado que en nuestro laboratorio no se contaba con informacién previa sobre la sensibilidad de la linea celular K562
al imatinib, se realizaron ensayos de citotoxicidad para determinar su Cls,. Se observd que, a concentraciones
cercanas a 1 uM, el efecto citotéxico del farmaco disminuia significativamente. Como se muestra en la Figura 2, a
una concentracion de 200 uM (equivalente a un valor de log(2,3) en escala logaritmica), la viabilidad celular se redujo
notablemente, alcanzando aproximadamente el 20 %. La Cls, calculada para el imatinib fue de 34,3 + 3,3 uM, lo que
indica que las células K562 son altamente susceptibles a este farmaco.

140
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Log,, [Imatinib] (M)

Cl,, Imatinib 34,3 uM = 3,3

Células viables (%)

Figura 2. Actividad citotdxica del imatinib sobre las células K562. Los datos se representan como media + DE para dos experimentos
independientes, una réplica para cada uno.
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3.2 Esperanza, P2Et y P. nigrum disminuyen la expresion del oncogén BCR-ABL1 en lalinea celular K562

Estudios previos han demostrado que los extractos Esperanza, P2Et, T. usneoides y P. nigrum poseen un efecto
antiproliferativo, citotdxico o citostatico, ademéas de modular el estado oxidativo intracelular y actuar como como
mitocanes en el modelo leucémico (40). En este contexto, decidimos evaluar si estos tratamientos podian inducir
cambios en la expresion del oncogén BCR-ABL1, lo que podria constituir un mecanismo de accion subyacente a la
actividad antileucémica previamente observada.

En la Figura 3, se muestra la variacion de la expresion relativa del gen en funcién de las diferentes concentraciones
de los tratamientos evaluados. Como era de esperarse, el tratamiento con 1/10 de la concentracién de imatinib
conllevo a una disminucién en la expresion del oncogén BCR-ABL1. De manera similar, el tratamiento con %2 0 1/5
de la Cls, del extracto Esperanza también resulté en la reduccion significativa en la expresion génica. Este hallazgo,
en conjunto con su efecto antiproliferativo previamente observado, sugiere una posible asociacion entre ambos
mecanismos. En cuanto al P2Et, se evidencio una disminucion en la expresion de BCR-ABL1 con la concentracion
equivalente a 1/5 de la Clso, mientras que con % de la Cls, este efecto no fue evidente. Esto sugiere que, a
concentraciones subletales, P2Et podria inducir una regulacién negativa de la expresioén génica, lo cual podria
contribuir a su actividad antiproliferativa.

Por otro lado, el tratamiento con ¥2 de T. usneoides conduce a un aumento significativo en la expresion génica,
mientras que a 1/5 de la Cls, este efecto desaparece. Este incremento podria deberse a que T. usneoides ejerce su
efecto citotoxico mediante el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ante este estrés oxidativo, la célula
podria activar mecanismos de defensa y sobrerregular genes asociados a la respuesta celular para evitar la apoptosis
(38). En cuanto a P. nigrum, con ¥ de la Cls,, al igual que Esperanza, genera una reduccién de la expresion del
oncogén. Esta disminucién podria estar relacionada con su actividad antiproliferativa y citotdxica, posiblemente a
través de la modulacion de vias de sefializacién involucradas en el crecimiento celular y la apoptosis (33).

Estos resultados sugieren que la actividad antileucémica previamente evidenciada para los extractos podria estar
relacionada con la modulacion de la expresién del oncogén BCR-ABL1, ya sea reduciéndola o aumentandola. La
disminucién en la expresion de BCR-ABL1 podria explicar el efecto antiproliferativo observado con Esperanza, P2Et
y Piper nigrum. Por el contrario, el aumento en su expresién podria representar una respuesta adaptativa al estrés
celular previa al dafio irreversible, lo cual podria estar vinculado con la citotoxicidad inducida por T. usnheoides. En
este sentido, la alteracién de los niveles basales de expresion del oncogén podria generar un desequilibrio en la
homeostasis de las células tumorales, afectando su viabilidad y capacidad de proliferacion.
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Figura 3. Expresion relativa del oncogén BCR-ABLL. Valores superiores a 1 indican una sobreexpresion del gen, mientras que valores inferiores
a 1 reflejan una disminucién en su expresion. Los datos representados hacen referencia a dos experimentos independientes +/- SEM. *p=<0,05.
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3.3 Los compuestos bioactivos de interés de los extractos, no tienen conexion directa con la proteina ABL1

Al observar una regulacion en la expresion génica inducida por los extractos, se procedié a investigar, mediante
ensayos bioinformaticos, la interaccidn directa entre algunos de los compuestos previamente identificados en dichos
extractos (detallados en la Tabla 4) y la proteina ABL1. Se seleccion6 Unicamente la proteina ABL1, ya que, en el
contexto leucémico, cuando esta proteina se fusiona con BCR, conserva su dominio quinasa, el cual es el principal
mediador del efecto oncogénico (49). Al construir las redes de interaccion utilizando la plataforma STITCH, se observé
gue los compuestos analizados no presentan una interaccioén directa con la proteina ABL1.

Tal como se indica en la Tabla 4, los valores de interaccion (Score) obtenidos fueron de 0,000, lo que sugiere la
ausencia de una asociacion funcional o fisica predecible entre dichos compuestos y ABL1. Sin embargo, se observo
que el acido citrico y el acido palmitico, presentes en Esperanza, interactian de manera positiva con la proteina p53,
clave en la regulacion de apoptosis y respuesta al dafio del ADN. Esta interaccion sugiere un posible impacto en la
inhibicion del crecimiento celular descontrolado (50), con un score de 0,845 y 0,823, respectivamente (Figuras 4A 'y
4B). La interaccion observada entre estos compuestos y p53 podria contribuir al efecto antiproliferativo de Esperanza,
independientemente de la condicién genética de TP53. En el contexto de TP53 mutado, esta interaccion podria estar
relacionada con la generacion de estrés oxidativo, dafio en el ADN o alteraciones metabdlicas que conducen a la
inhibicion de proliferacion celular. En cambio, si TP53 no estuviera mutado, su activacion favoreceria la detencion del
ciclo celular, la apoptosis y la reprogramacién metabodlica, limitando asi la proliferacién celular (50,51).

Tabla 4. Compuestos quimicos presentes en los extractos, previamente identificados en el
grupo de investigacion.

Extracto Compuestos Familia Score Referencia

Acido citrico* Acido tricarboxilico 0,0
Acido glutamico Aminoécido acido 0,0
Acido cinamico Aminoécido acido 0,0

Esperanza Acido aspartico Aminoacido 0,0 (33)
Manitol Polialcohol 0,0
Acido palmitico * Acido graso saturado 0,0
Acido glucérico Monosacérido 0,0
Metil galato Compuesto fendlico 0,0

P2Et Etil Galato Ester 0,0 (37)
Acido gélico * Acido fendlico 0,0
Tetrametoxiflavona Flavona 0,0

T. usneoides Acido shikimico Acido ciclohexano-carboxilico 0,0 (38)
Acido quinico Acido ciclohexano-carboxilico 0,0
Piperina Alcaloide 0,0

P. nigrum Piperolein A Benzodioxol 0,0 (41)
Piperolein B Benzodioxol 0,0

Un score de 0,000 sugiere la ausencia de una conexioén directa con la proteina de interés, ABL1.
*Si bien no existe interaccion directa con ABL, estas proteinas se relacionan con otras que si
interactdan con ABL1 de forma indirecta.

Asimismo, el &cido galico, presente en P2Et, interactla con la proteina ataxia-telangiectasia mutada (ATM), una
proteina serina/treonina quinasa fundamental para la reparacién de roturas de doble cadena en el ADN (52) (Figura
4C). La regulacioén positiva de ATM en células tumorales activa una potente respuesta de estrés y dafio en el ADN.
Si el dafio es severo y la célula no puede repararlo, ATM inclina la balanza hacia la muerte celular (apoptosis) 0 una
detencion permanente del ciclo celular, lo que podria explicar el efecto citotdxico y citostatico del P2Et sobre las
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células K562 (53). De manera interesante y particular, al realizar la red de interaccion del &cido aspartico, presente
en Esperanza, mostré una conexion directa con imatinib, pero de caracter negativo (Figura 4D), lo que podria implicar
una interferencia en su mecanismo de accion.

dasatinib

citric acid

/A
A B,

gallic acid

aspartate

C. D.

Figura 4. Redes de interaccion compuesto quimico-proteina. A. Acido citrico presente en Esperanza. B. Acido palmitico presente en Esperanza.
C. Acido gélico presente en P2Et. D. Acido Aspartico presente en Esperanza. En la visualizacion de las interacciones, una linea verde entre el
compuesto y la proteina indica una interaccién directa, sugiriendo una potenciacion de la actividad de ambos al actuar en conjunto. Por el
contrario, una linea de color rojo representa una interaccién inhibitoria o una disminucién de la actividad, asi mismo, las lineas grises
representan interacciones basadas en evidencia experimental y asociaciones de bases de datos. Las formas rectangulares representan a los
compuestos quimicos y las formas circulares corresponden a las proteinas.

En resumen, a pesar de que los compuestos que se analizaron no tienen una interaccion directa con la proteina
ABL1, si presentan conexiones con proteinas como p53 y ATM que pueden tener un impacto en el ciclo celular y en
la apoptosis. Entonces, teniendo en cuenta los antecedentes, Esperanza podria modular la proliferacion mediante la
proteina p53 mientras que P2Et activa ATM, favoreciendo la muerte celular ante dafio irreparable en el ADN. Por otro
lado, la interaccion negativa entre el &cido aspartico (presente en Esperanza) e imatinib, indica que ciertos
compuestos podrian llegar a afectar su eficacia.

3.4 P. nigrum no afecta la citotoxicidad del imatinib en la linea K62

Finalmente, tras confirmar la alta actividad citotdxica del imatinib sobre las células K562, y considerando que algunos
de los extractos evaluados reducen la expresion del oncogén BCR-ABL1, asi como la posible interaccion directa del
aspartato presente en Esperanza con este farmaco, nos propusimos evaluar la capacidad de todos los extractos para
potenciar o modificar el efecto citotoxico del imatinib mediante ensayos de sinergia. Como resultados, se evidencié
que al tratar las células exclusivamente con imatinib la viabilidad celular promedio fue de 45,13%. Al evaluar los
extractos individuales, se obtuvieron los siguientes resultados: con Esperanza la viabilidad fue del 86,73%, con P2Et

del 33,12 %, con T. usneoides del 87,52% y con P. nigrum del 57,09%. Los ensayos de interaccién analizados en la
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plataforma Synergy Finder, mostraron lo siguiente, al combinar imatinib con Esperanza, la viabilidad celular fue del
84,04 %, con un ZIP score de -22,82 (Figura 5A); al combinarlo con P2Et, la viabilidad fue del 31,69 %, con un ZIP
score de -15,80 (Figura 5B); y con T. usneoides, la viabilidad fue del 61,10 %, con un ZIP score de -25,67 (Figura
5C). Todos los ZIP score obtenidos para estas combinaciones fueron <10, lo que indica un efecto antagonista entre
los tres extractos y el farmaco. Por lo tanto, estas combinaciones no solo no potencian el efecto de imatinib, sino que
podrian disminuir su eficacia. En contraste, al combinar P. nigrum e imatinib, la viabilidad celular resultante fue del
46,45 %, y el andlisis con el modelo ZIP arroj6 un ZIP score de -7,1 + 2,27 (Figura 5D). Este valor sugiere un
comportamiento aditivo entre ambos tratamientos, indicando que P. nigrum no reduce, sino que mantiene el efecto
citotoxico de imatinib. Estos resultados indican que el uso de los extractos con imatinib requiere una evaluacion mas
profunda para comprender los mecanismos de interaccion y posibles implicaciones terapéuticas.
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Figura 5. Gréfico 2D de interaccion sinérgica. A. Esperanza. B. P2Et. C. T. usneoides. D. P. nigrum. El color verde representa menor mortalidad
y el color rojo representa mayor mortalidad.

4. Discusioén

La activacion de oncogenes potencia la sefializacién intracelular, favoreciendo asi, el desarrollo de un fenotipo
tumorigénico caracterizado por proliferacién descontrolada, evasion de la apoptosis y resistencia al estrés celular, lo
gue los convierte en blancos terapéuticos ampliamente estudiados (3). En este trabajo, evaluamos el efecto de
extractos naturales con actividad antitumoral previamente evidenciada en nuestro grupo (33,37,39,41) en la
modulacion de la expresion del oncogén BCR-ABL1. Los resultados demuestran que Esperanza, rica en aminoacidos;
P2Et, enriquecido en compuestos fendlicos; y Piper nigrum, cuyo extracto contiene principalmente piperinas, reducen
la expresion del oncogén BCR-ABL1 en la linea celular K562. Esta disminucion de la expresion génica podria
traducirse en una menor produccién de la proteina oncogénica, reduciendo su actividad fosforilativa en vias de
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sefializacion implicadas en la proliferacion celular, favoreciendo asi la inhibicion del crecimiento tumoral. Por otra
parte, T. usneoides, que estd compuesto principalmente por triterpenos, aumenta la expresion del oncogén BCR-
ABL1. El tratamiento con T. usneoides incrementa la produccién de ROS (38). Este aumento de ROS puede activar
mecanismos celulares de respuesta al estrés, incluyendo la regulacion génica adaptativa, lo que explicaria el aumento
en la expresién del oncogén BCR-ABL1. Sin embargo, esta sobreexpresion, lejos de ser protectora, podria
representar un intento fallido de la célula por mantener su viabilidad, lo que finalmente la conduce hacia un punto de

Estudios recientes demuestran que diversos extractos y compuestos aislados derivados de plantas tienen la
capacidad de modular de BCR-ABL1. Hoang Thanh Chi et al. (2022), reportaron que un extracto metandlico de
Artemisia vulgaris, rico en flavonoides (un tipo de compuesto fendlico), reduce la expresion de BCR-ABL1 en K562
(54). De manera similar, Yong Guo, et al. (2015), evidenciaron que la curcumina, compuesto bioactivo de Curcuma
longa y caracterizado por su elevada concentracién de compuesto fendlicos y terpenos, suprime la expresion de
BCR-ABLL1 en la linea celular SUP-B15, un modelo de LLA. Esta disminucién se asocia con la inhibiciéon de vias de
sefializacion como PISK/AKT/mTOR e induccion a apoptosis (55). Al igual que BCR-ABL1, otros oncogenes
implicados en la leucemogénesis también pueden ser regulados por extractos naturales. Un ejemplo relevante es
FLT3, receptor tirosina quinasa fundamental para la diferenciacion hematopoyética (56). Ly Kim Thi Bui et al. (2013)
demostraron que fenoles del té verde, como la epigalocatequina-3-galato (EGCG), la epigalocatequina (EGC) y la
epicatequina-3-galato (ECG), son capaces de reducir la expresion de FLT3. Esta inhibicién se asocia con una
disminucion en la activacion de moléculas clave en cascadas de sefializacion celular como MAPK, AKT y STATS, lo
gue sugiere que la modulacion de FLT3 podria contribuir a la inhibicion de estas vias promotoras de la supervivencia
y proliferacion celular (56).

Por otra parte, ademas de modular la expresion del oncogén, los extractos naturales también pueden afectar
directamente la actividad y funcién de oncoproteinas (57). Aunque en nuestro analisis in silico no se identificaron
compuestos con interaccion directa con ABL1, otros estudios han reportado efectos inhibitorios sobre esta y otras
proteinas clave en la sefializacion oncogénica inducida por BCR-ABL1. Por ejemplo, Ahmadu A. et al. (2021)
estudiaron la corteza de Acacia auriculiformis, de la cual aislaron un triterpeno denominado betulina, ampliamente
investigado por sus propiedades anticancerigenas, antivirales, antimicrobianas y antiinflamatorias (58)En su estudio,
la betulina logré reducir en un 79% la actividad de la quinasa ABL1, lo que a su vez disminuyd la fosforilacion de
proteinas relacionadas con la via de sefializacion MAPK/ERK. Esta inhibicidén se tradujo en una reduccién significativa
de la proliferacién celular, evidenciando el potencial de este compuesto como modulador de rutas clave en la LMC
(58). También, el extracto de Trifolium rapens (trébol blanco), rico en flavonoides, muestra un fuerte efecto
antileucémico. Su accién se centra en la inhibicién de BCR-ABL1, blogueando la fosforilacién en Tyrl77 y Tyr247,
gue son residuos de tirosina en la oncoproteina, lo que reduce la actividad de STAT5 y AKT, que son esenciales para
a proliferacion celular. Ademas, activa la via de p38, favoreciendo la apoptosis (59).
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Nuestros resultados demuestran que el acido citrico y el acido palmitico, componentes del extracto Esperanza,
interactdan con la proteina p53, mientras que el acido galico, presente en P2Et, mostré afinidad por la proteina ATM.
Ambas proteinas son reguladores centrales de la respuesta al dafio en el ADN y de la induccion de apoptosis. Estos
hallazgos sugieren que dichos compuestos podrian contribuir a la actividad antitumoral observada mediante la
modulacion de rutas moleculares que actian en niveles posteriores a la activacion del oncogén BCR-ABL1. En este
contexto, la activacién de p53 y ATM podria contrarrestar los efectos oncogénicos de BCR-ABL1, promoviendo
mecanismos de detencion del ciclo celular, reparacion del ADN o muerte celular programada, lo que refuerza el
potencial antitumoral de estos extractos como coadyuvantes en el tratamiento de leucemias (60,61).

Por otro lado, Kantorn Charoensedtasin, et al. (2024), realizaron un andlisis biocinformatico en la plataforma STITCH
4 donde identificaron 18 proteinas como posibles blancos de piperina, un compuesto bioactivo de pimienta negra, en
células leucémicas. Entre estas proteinas como NF-kB1 e IL-6, las cuales estan involucradas en procesos clave como
la inflamacion, proliferacion celular y supervivencia tumoral. Estas vias de sefializacion frecuentemente estan
desreguladas en leucemias positivas para BCR-ABL1, sugiriendo que la piperina podria complementar terapias
dirigidas contra este oncogén. Asimismo, se identificaron interacciones con proteinas clave como mTOR, ULK1, que
regulan la autofagia; asi como p21y CDK2, que participan en el control del ciclo celular y la senescencia, mostrando
su potencial en la regulacién del crecimiento y supervivencia celular en el contexto de la enfermedad ocasionada por
BCR-ABL1 (62).

El uso de terapias coadyuvantes con imatinib podria ayudar a minimizar el desarrollo de resistencia, por lo que
nosotros indagamos los efectos citotéxicos del farmaco en combinacién con los cuatro extractos (40,63). Observamos
que Esperanza, P2Et y T. usheoides presentan un comportamiento antagonista al combinarse con imatinib,
reduciendo su efecto citotéxico sobre las células K562. El analisis in silico mostré que el &cido aspértico, presente en
Esperanza, podria disminuir la actividad del farmaco, lo cual explicaria en parte la reduccion de su eficacia citotdxica.
En el caso del extracto P2Et, caracterizado por su reconocida capacidad antioxidante (64), este efecto podria
contrarrestar el mecanismo de accion del imatinib, que incluye la induccién de estrés oxidativo como estrategia para
promover la muerte celular (65)esta capacidad del P2Et para modular negativamente los niveles ROS podria ser
responsable de la interaccidn antagonista observada. En el caso de T. usheoides, tiene efecto activador sobre STATS5,
un factor de transcripcién involucrado en la proliferacion celular y en la expresién de genes como los de BCL-XL y
MYC, que promueven la supervivencia celular. BCL-XL es una proteina antiapoptética que inhibe la muerte celular,
mientras que MYC es un oncogén que impulsa la proliferacion y puede contribuir a la resistencia de la apoptosis.
Dado que imatinib induce apoptosis para ejercer su efecto terapéutico, la activacién de STAT5 por T. usheoides
podria contrarrestar la accién de imatinib, explicando asi su comportamiento antagonista en los ensayos de sinergia.
Por otro lado, P. nigrum presenta un efecto aditivo con imatinib y se ha demostrado que puede inducir apoptosis en
modelos tumorales de melanoma B16-F10 y carcinoma mamario 4T1 mediante la activacién de la via de la caspasa-
3 (41). Mientras imatinib inhibe la proteina tirosina quinasa BCR-ABL1, el extracto actGa inhibiendo vias de
sefializacion como PI3K/Akt/mTOR, que estan hiperactivas en la LMC. Esta doble inhibicién podria generar un efecto
aditivo, contribuyendo a mantener eficacia del tratamiento con imatinib.

Aungue este trabajo presenta algunas limitaciones, como la evaluaciéon de un Unico oncogén, BCR-ABL1, en un
modelo celular especifico (K562) y en un Unico punto temporal, asi como el uso de una sola plataforma bioinformatica
para los andlisis in silico de interacciones entre compuestos y proteinas, dichas restricciones también abren multiples
oportunidades para ampliar el alcance de la investigacion en futuras etapas. Como perspectivas, seria relevante
incluir otros modelos de leucemia, como la LLA con BCR-ABL1, asi como explorar la modulacién de otros oncogenes
clave involucrados en el desarrollo y progresiéon de neoplasias hematoldgicas y tumores sélidos. Igualmente, realizar
estudios de cinética de expresidn génica permitiria una comprension mas completa de la dindmica celular inducida
por los extractos y su impacto en distintos momentos del tratamiento. De forma complementaria, debido al efecto
aditivo observado entre el imatinib y P. nigrum, resultaria interesante evaluar esta combinacién también regula
negativamente la expresion de BCR-ABL1, lo cual podria explicar dicha sinergia desde un punto de vista mecanistico.
Finalmente, un aspecto especialmente prometedor consiste en la evaluacion del efecto de estos extractos sobre
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lineas celulares resistentes a TKIls, dado que la resistencia a estos farmacos constituye una de las principales
barreras terapéuticas en LMC. Explorar si los extractos naturales pueden restaurar la sensibilidad a los TKIs o actuar
de forma independiente sobre vias oncogénicas alternativas abriria nuevas posibilidades para el desarrollo de
terapias combinadas o alternativas frente a la resistencia adquirida.

5. Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que los extractos de Esperanza, P2Et y P. nigrum reducen la expresion del
oncogén BCR-ABL1 en la linea celular K562, mientras que T. usneoides la incrementa. Dado que BCR-ABL1 es un
evento molecular clave que desencadena la malignidad, resulta interesante observar que cualquier alteracion en su
expresion, ya sea su disminucidon o aumento, puede generar un efecto negativo en la célula. Esto sugiere que el
desequilibrio en la regulaciéon de este oncogén podria estar relacionado con la actividad antileucémica de estos
extractos. Los analisis in silico no indicaron interacciones directas entre los compuestos bioactivos de los extractos y
la proteina ABL1. Sin embargo, se identificaron interacciones indirectas con proteinas clave como p53 y ATM, las
cuales desempefian un papel fundamental en la apoptosis y la reparacion del ADN. Estos hallazgos sugieren que,
aunque los extractos no actdan directamente sobre la oncoproteina, pueden modular proteinas upstream o
downstream que regulan su actividad, lo que podria explicar, al menos en parte, su efecto antiproliferativo o citotoxico.
Ademas, nuestro extracto de P. nigrum no interfirié con la actividad citotoxica de imatinib, lo que lo convierte en un
candidato prometedor para su evaluacion en terapias coadyuvantes. Todos estos hallazgos destacan el potencial
antileucémico de los extractos estudiados, el cual podria estar mediado, en parte, por la modulacion de la expresion
del oncogén BCR-ABL1 o de proteinas asociadas a su regulacion. Ademas, este estudio abre nuevas lineas de
investigacion para explorar en mayor profundidad los mecanismos antitumorales de Esperanza, P2Et y P. nigrum,
los cuales podrian ser validados en otros modelos tumorales, incluyendo lineas celulares resistentes a TKls o
modelos in vivo, con el fin de evaluar su aplicabilidad en estrategias terapéuticas combinadas.
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7. Anexo 1. Protocolo qPCR del oncogén BCR-ABL1 en la linea K562
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