UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA
FACULTAD DE MEDICINA

\%\j MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

MOLECULAR

EFECTOS INMUNOMODULADORES POR PARTE DE
LACTOFERRINA BOVINA Y SUS PEPTIDOS DERIVADOS EN LINEAS
CELULARES DE LEUCEMIA, JURKAT Y RAW 264.7

TESIS

Que presenta:
DANIELA ALEJANDRA BASTIDAS

Para obtener el grado de:
MAESTRA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA MOLECULAR

Directores:,
DRA. NIDIA MARIBEL LEON SICAIROS,
DR. VICENTE ADRIAN CANIZALEZ ROMAN

Comité Tutorial:
Dr. URIEL ALBERTO ANGULO ZAMUDIO
DR. JORGE ADALBERTO VELAZQUEZ ROMAN
DR. JOEL RUEDAS CARDENAS

Culiacan, Sinaloa, México Junio, 2024



UTONO),
Ok 12,
o s
P B

DIRECCION GENERAL DE BIBLIOTECAS

Direccion General de Bibliotecas

Ciudad Universitaria

Av. de las Américas y Blvd. Universitarios
C.P.80010 Culiacan, Sinaloa, México.
Tel. (667) 71378 32y 712 50 57

dgbuas @uas.edu.mx

UAS-Direccion General de Bibliotecas
Repositorio Institucional Buelna

Restricciones de uso

Todo el material contenido en la presente tesis esta protegido por la Ley Federal de
Derechos de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

Queda prohibido la reproduccién parcial o total de esta tesis. El uso de imagenes,
tablas, graficas, texto y demas material que sea objeto de los derechos de autor, sera
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente
correctamente mencionando al o los autores del presente estudio empirico. Cualquier
uso distinto, como el lucro, reproduccion, edicién o modificacién sin autorizacién
expresa de quienes gozan de la propiedad intelectual, sera perseguido y sancionado
por el Instituto Nacional de Derechos de Autor.

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-No Comercial
Compartir Igual, 4.0 Internacional

CoN ws%
FUTURO
2025




El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones de los Laboratorios de
Biologia Celular y Molecular, de la Facultad de Medicina, perteneciente a la
Universidad Autonoma de Sinaloa, bajo la direccion a Dra. Nidia Maribel Le6n
Sicarios (Profesora e Investigadora, SNII-11I del Laboratorio de Biologia Celular
de la Facultad de Medicina de la UAS), y del Dr. Vicente Adrian Canizalez
Roman (Profesor e Investigador SNII-11I del Laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Medicina de la UAS. Para el desarrollo del proyecto se contd
con financiamiento de PROFAPI-UAS (PRO-2022-A3-037). Para cursar la
maestria, la estudiante Daniela Alejandra Bastidas recibié beca del Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnhologia (CONAHCyT), con CVU 1152341, con fecha
en septiembre de 2021 a agosto de 2023, para la obtencién de grado de
Maestria en Ciencias en Biomedicina Molecular. También se recibi6é apoyo para
asistir como speaker al XV International Conference on Lactoferrin, Structure,

Functions and Applications, en Roma Italia, por parte del CONFIE.



AGRADECIMIENTOS

Esta tesis no hubiera sido posible sin la ayuda incondicional de mis padres, que me
han brindado el apoyo incansable para lograr todos los suefios que me he propuesto,
y cumplir todos mis objetivos personales y profesionales, que con su cariio me han
impulsado siempre. A mis tutores, la Dra. Nidia Maribel Le6n Sicairos y el Dr. Vicente
Adrian Canizalez Roman, a los cuales les agradezco profundamente su dedicacion y
paciencia, asi como sus palabras y guia, acompafiando cada uno de mis aprendizajes
en el camino sin los cuales no habria podido llegar a este momento tan anhelado.

Llevaré conmigo en todo momento sus ensefianzas.

Quiero agradecer también a mis docentes, a todos aquellos que fueron parte de mi
formacién académica, por pequefia o grande que haya sido la leccion, fueron parte de

esto en conjunto y eso me acompafara una vida.

Agradecer enormemente los amigos que me dio este peldafio de mi vida, puesto que
como escuché alguna vez: “donde sea que estés, los amigos son los que le dan forma
a tu mundo”. Miriam Benitez, Jarianth Aispuro, Enrique Angulo, Lorena Félix, Shaamira
Vega, Carolina Lira, y Maria Velazquez, por brindarme siempre su apoyo, las risas

compartidas, y hacer que este trayecto fuese mas bello.

Por ultimo y no menos importante a CONACyYT y CONFIE, que sin el apoyo econémico
brindado no habria podido culminar satisfactoriamente mi posgrado y a mi alma mater,
la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Sinaloa por brindarme el

espacio, las instalaciones y la oportunidad de crecer profesionalmente.



INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS
RESUMEN
ABSTRACT
l.  MARCO TEORICO
A. Introduccion
B. Cancer
1. Definicion
2. Epidemiologia
3. Fisiopatologia
4. Clasificacion
5. Factores de riesgo
C. Leucemia
1. Definicion y clasificacion de las leucemias
2. Fisiopatologia de las leucemias
3. Factores de riesgo para las leucemias
4. Datos y cifras del cancer infantil
5. Tratamiento de las leucemias
D. Lactoferrina (LF)
1. Definicién y generalidades
2. Origeny estructura
3. Lactoferrina y su papel en la respuesta inmune
4. Lactoferrina en leucemia

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

-13 -
-13 -
-14 -
-16 -
-17 -
-18 -
-19 -
21 -
-22.
-22-
- 26 -
- 27 -
-31 -
-31 -
-32-
-34 -
- 36 -

-39 -



Il. JUSTIFICACION -40 -

IV.  HIPOTESIS -41 -
V. OBJETIVOS -42 -
A. Objetivo general -42 -
B. Objetivos particulares -42 -
VI. MATERIALES Y METODOS -43 -
A. Lactoferrina bovina y péptidos derivados -43 -
B. Reactivos -43 -
C. Establecimiento y tratamiento de las lineas celulares Jurkat y Raw -43 -
D. Ensayo de endocitosis -44 -
E. Ensayo de actividad fagocitica de Monocitos (Células RAW). -45 -
F. Determinacion de la concentracion de las citocinas - 46 -
G. Andlisis estadistico - 46 -
VIl.  RESULTADOS - 47 -

A. Lactoferrina bovina y los péptidos interaccionan con componentes de

membrana de la linea celular de macrofagos RAW 264.7 -47 -

B. Lactoferrina bovina y los péptidos interaccionan con componentes de
membrana de células Jurkat - 50 -

C. Lactoferrina bovina activa la fagocitosis de Escherichia coli HB101 acoplada a

TRITC en las células RAW 264.7 -53 -
D. Lactoferrina modula la liberacion de citocinas en células Jurkat -55 -
VIll. DISCUSION - 63 -
IX. CONCLUSIONES -70 -
X. BIBLIOGRAFIA - 71 -
XI. ANEXOS - 83 -



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de Lactoferrina humana recombinante diférrica. -33-
Figura 2. Representacion esquematica de los efectos de la lactoferrina en el
organismo. - 37 -
Figura 3. Lactoferricina 17-30-FITC, Lactoferrampina 265-284-FITC y Lactoferrina
quimera-FITC interaccionan con células RAW 264.7 -48 -
Figura 4. Lactoferrina bovina interacciona con células RAW 264.7. -49 -
Figura 5. Lactoferricina 17-30-FITC, Lactoferrampina 265-284-FITC y Lactoferrina
quimera-FITC interaccionan con células Jurkat -51 -
Figura 6. Lactoferrina interacciona con células Jurkat -52 -
Figura 7. Lactoferrina bovina activa la fagocitosis de Escherichia coli HB101-TRITC
en macrofagos RAW 264.7 -54 -
Figura 8. Lactoferrina promueve la secrecion de Factor de necrosis tumoral alfa (FNT-
a) en células Jurkat incubadas con Escherichia coli HB101. -57 -
Figura 9. Liberacion de IL-6 en células Jurkat pretratadas con Lactoferrina bovina en
presencia de Escherichia coli HB101 - 58 -
Figura 10. Produccion de IL-12 en células Jurkat pretratadas con Lactoferrina bovina
ante la presencia de Escherichia coli HB101. -59 -
Figura 11. Concentracion de IL-4 en presencia de Escherichia coli HB101 y lactoferrina
bovina.. - 61 -
Figura 12. Resumen de los datos mas representativos sobre la inmunomodulacion de

citocinas en células pretratadas de LF. - 62 -

Vi



RESUMEN
Titulo: “Efectos inmunomoduladores por parte de Lactoferrina bovina y sus péptidos
derivados en lineas celulares de leucemia, Jurkat y RAW 264.7”. Introduccion: Cada
afo se presenta cancer en aproximadamente 400,000 nifios y adolescentes de entre
0y 19 afos. Las neoplasias mas frecuentes en este grupo de edad son, las leucemias,
canceres cerebrales, linfomas y tumores sélidos, asi como también el neuroblastoma
y los tumores de Wilms. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la
incidencia de cancer en menores de 15 afios se ha incrementado en mas del 200% en
los paises en desarrollo. Entre los tratamientos empleados para el cancer infantil se
encuentran: cirugia, quimioterapia, radioterapia y, en casos especiales, el trasplante
de médula ésea. Uno de los ultimos desarrollos es la inmunoterapia, que se esta
convirtiendo en un pilar para el tratamiento de estas neoplasias malignas puesto que
tratamientos como la quimioterapia tiene una variedad de efectos secundarios, como
infeccion, dafio de érganos, hematoldgicos y otros (desnutricion, pérdida de cabello).
Ademas, la mayoria de los agentes causan inmunosupresion y mielosupresion,
aumentando el riesgo para los nifios de adquirir infecciones bacterianas, virales y
fungicas. La infeccion sigue siendo una de las principales causas de muerte. La
proteina Lactoferrina (LF), clave en la respuesta inmune innata, es uno de los blancos
de mayor estudio como posible antitumoral, microbicida, antioxidante,
inmunoregulador, e inmunoestimulador. Objetivo: EIl objetivo de este trabajo fue
determinar la interaccion de la proteina lactoferrina bovina (bLF) y sus péptidos
derivados con las lineas celulares Jurkat y RAW 264.7, asi como los posibles efectos
inmunomoduladores de bLF en estas células. Métodos: Se realiz6 en primera
instancia un ensayo de fluorescencia directa para evaluar la interaccion de péptidos
derivados de bLF con las membranas celulares de células Jurkat y RAW 264.7.
Posteriormente por medio de inmunofluorescencia indirecta se detecté la union de bLF
a las lineas celulares Jurkat y RAW 264.7. Por ultimo, se realiz6 un ensayo de
fagocitosis para evaluar la capacidad de bLF para estimular la actividad fagocitica de
macrofagos RAW 264.7 contra Escherichia coli HB101 (E. coli HB10). A su vez, a

través de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) se cuantifico la



produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-12) y antiinflamatorias (IL-4)
por células Jurkat en presencia de bLF y E. coli HB101. Resultados: Los resultados
del estudio demostraron lo siguiente que tanto bLF como sus péptidos derivados
(lactoferricina, lactoferrampina y quimera de lactoferrina) interactuaron con las
membranas celulares de las células Jurkat y RAW 264.7, como lo demuestran los
experimentos de microscopia de fluorescencia. bLF mejor¢ la actividad fagocitica de
los macrofagos RAW 264.7 contra E. coli HB10, con un aumento notable en la
intensidad de la fluorescencia (lo que indica una mayor absorcién bacteriana) en las
células tratadas con bLF en comparacion con los controles no tratados. En las células
Jurkat, bLF modul6 la produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-12) y
antiinflamatorias (IL-4) en presencia de E. coli HB10. El pretratamiento con bLF redujo
la produccién de citocinas proinflamatorias y aumentd la produccion de la citocina

antiinflamatoria I1L-4.



SUMMARY

Title: “Immunomodulatory effects by bovine lactoferrin and derived peptides in
leukemic cells lines Jurkat and RAW 264.7”. Introduction: Every year, cancer occurs
in approximately 400,000 children and adolescents between 0 and 19 years of age.
The most common neoplasms in this age group are leukemias, brain cancers,
lymphomas and solid tumors, as well as neuroblastoma and Wilms tumors. According
to the World Health Organization (WHO), the incidence of cancer in children under 15
years of age has increased by more than 200% in developing countries. Among the
treatments used for childhood cancer are surgery, chemotherapy, radiotherapy and, in
special cases, bone marrow transplant. One of the latest developments is
immunotherapy, which is becoming a mainstay for the treatment of these malignancies
since treatments such as chemotherapy have a variety of side effects, such as
infection, organ damage, hematological and others (malnutrition, loss of hair).
Additionally, most agents cause immunosuppression and myelosuppression,
increasing children's risk of acquiring bacterial, viral, and fungal infections. Infection
remains one of the leading causes of death. The protein Lactoferrin (LF), key in the
innate immune response, is one of the targets of greatest study as a possible antitumor,
microbicide, antioxidant, immunoregulator, and immunostimulator. Main: The objective
of this work was to determine the interaction of the bovine lactoferrin (bLF) protein and
its derived peptides with the Jurkat and RAW 264.7 cell lines, as well as the possible
immunomodulatory effects of bLF on these cells. Methods: A direct fluorescence assay
was first performed to evaluate the interaction of peptides derived from bLF with the
cell membranes of Jurkat and RAW 264.7 cells. Subsequently, by means of indirect
immunofluorescence, the binding of bLF to the Jurkat and RAW 264.7 cell lines was
detected. Finally, a phagocytosis assay was performed to evaluate the capacity of bLF
to stimulate the phagocytic activity of RAW 264.7 macrophages against Escherichia
coli HB101 (E. coli HB10). In turn, through an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), the production of proinflammatory (TNF-a, IL-6, IL-12) and anti-inflammatory
(IL-4) cytokines by Jurkat cells in the presence of bLF and E. coli HB10. Results: The



results of the study demonstrated that both bLF and its derived peptides (lactoferricin,
lactoferranphin and lactoferrin chimera) interacted with the cell membranes of Jurkat
and RAW 264.7 cells, as demonstrated by fluorescence microscopy experiments. bLF
enhanced the phagocytic activity of RAW 264.7 macrophages against E. coli HB10,
with a notable increase in fluorescence intensity (indicating increased bacterial uptake)
in bLF-treated cells compared to untreated controls. In Jurkat cells, bLF modulated the
production of pro-inflammatory (TNF-a, IL-6, IL-12) and anti-inflammatory (IL-4)
cytokines in the presence of E. coli HB101. Pretreatment with bLF reduced the
production of proinflammatory cytokines and increased the production of the anti-

inflammatory cytokine IL-4.



l. MARCO TEORICO

A. Introduccién

En la praxis clinica, “cancer” es un término utilizado para referirse a mas de un centenar
de enfermedades distintas, con origen, epidemiologia, factores de riesgo, tipos de
diseminacién, respuesta al tratamiento y prondstico diversos y variados. Para el
meédico, esto siempre ha implicado un reto cuando se trata de devolver la salud al
paciente (Kumar & Abbas, 2021).

Visto desde otro punto de vista, el cancer es un problema de salud publica, ya que
causa una enorme pérdida de vidas humanas y recursos econéomicos. De hecho, las
muertes por cancer y sus complicaciones, ocupan el primer lugar a nivel mundial. Estas
enfermedades son de las principales causas de mortalidad en la adultez, pero también
en la nifiez y la adolescencia. El abandono de las pautas terapéuticas, la falta de
acceso a tratamientos, la muerte por toxicidad (efectos secundarios de la medicacién)
y recidivas evitables, son de los principales factores que afecta a la tasa de
supervivencia de los pacientes con cancer en paises como el nuestro, comparado con
un 80% en los paises de ingresos econdmicos altos.

Los canceres infantiles son menos estudiados en comparacion con los canceres de
adultos. Por ello, la mejora del acceso a la atencion oncoldgica infantil, en particular a
tecnologias y farmacos esenciales, resulta muy beneficioso para la poblaciéon infantil.
La tasa de supervivencia global en nifios con leucemia de los ultimos afios se ha
encontrado de un 80-90%, mostrando una mejora notable. Esto se debe a los
regimenes de terapia multifarmacologica contemporaneos. No obstante, los pacientes
se ven abrumados por complicaciones graves del tratamiento (Ma et al., 2019;
Weinberg & Cook, 2002).

Dentro del enfoque de la biologia celular, el cdncer se desencadena con un solo
cambio genético en una sola célula, que comienza a proliferar hasta dar lugar a una

masa (tumor) que, en ausencia de tratamiento, se disemina a otras partes del



organismo y causa dafios que progresan hasta provocar la muerte. La tumorogénesis
€S un proceso que se presenta en varias etapas involucrando cambios genéticos
secuenciales o epigenéticos, por ejemplo; las células que reingresan al ciclo celular
deben ser independientes del factor de crecimiento, escapar a la apoptosis, mantener
sus telémeros, reorganizar la vasculatura circundante y adquirir propiedades invasivas
para convertirse en un cancer metastasico (Kumar & Abbas, 2021).

El desarrollo de tumores malignos en la poblaciéon es considerado un problema de
salud publica ya que el cancer es la principal causa de muerte en el mundo. Casi 10
millones de personas murieron por esta enfermedad solo en 2020, casi una de cada
seis. En 2020, se registré que los tipos de cancer mas comunes son los de mama,
pulmén, colon y recto, y prostata. El consumo de tabaco, el alto indice de masa
corporal, el consumo de alcohol, la ingesta inadecuada de frutas y verduras y la falta
de actividad fisica representan aproximadamente un tercio de las muertes por cancer.
Ademas, las infecciones oncogénicas, entre ellas las causadas por los virus de las
hepatitis o el papiloma humano, ocasionan aproximadamente el 30% de los casos de
cancer en los paises de bajos y medianos ingresos (World Health, 2021).

A diferencia de lo que ocurre con el cancer en los adultos, se desconocen las causas
de la inmensa mayoria de los casos de cancer infantil. Se han realizado numerosos
estudios para tratar de esclarecer las causas, pero a esa edad hay muy pocos
canceres debido a factores ambientales o ligados al modo de vida.

Con respecto al cancer infantil en México, considerando que, de acuerdo con la
Encuesta Nacional de la Dinamica Demograficas de 2018, en el pais residen 38.5
millones de nifias, nifos y adolescentes de 0 a 17 afios, que representan el 30.8 % del
total de poblacién, de acuerdo con los datos del Registro de Cancer en Nifios y
Adolescentes (RCNA) las tasas de Incidencia (por millon) hasta el 2017 fueron: 89.6
Nacional, 111.4 en nifios (0 a 9 afos) y 68.1 en Adolescentes (10-19 afios). Respecto
a las tasas de mortalidad (por 100,000 habitantes) los adolescentes entre los 15y los
19 afos de edad tuvieron la mayor tasa de mortalidad con 6.88, mientras que la menor
tasa de mortalidad fue para el grupo de edad entre los 0 y los 4 afios con 4.35. Entre

los 5y los 14 afios las tasas se mantuvieron similares entre ambos grupos con 4.60 (5



a 9 afos) y 4.54 (10 a 14 afos). Lo cual nos sitia en un rango superior al alcanzado
por ciertas poblaciones de Centro y Sudamérica, ademas de Canada y Estados Unidos
(de Martel, Georges, Bray, Ferlay, & Clifford, 2020; INEGI, 2021; OMS, 2019).

En México, durante 2017 de cada 100 egresos hospitalarios por cancer (tumores
malignos), en la poblacion de 0 a 19 afios, 73 fueron en tejidos linfoides,
hematopoyéticos o tejidos relacionados. Como parte de esta clasificacion, se
encuentra la leucemia linfoide que por si sola, representa 61% (24,851) del total de
egresos por cancer (40,679) en este grupo de la poblacién, siendo la mas frecuente
de las neoplasias en nifios (sistema nervioso y hueso o cartilago son la segunda y
tercera neoplasia mas comun, en nifios). De acuerdo con informes realizados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la incidencia de cancer en menores de 15
afos se ha incrementado en mas del 200% en los paises en desarrollo (de Martel et
al., 2020; WHO, 2021). En nuestro Estado de Sinaloa, en el Hospital Pediatrico las
leucemias, tumores del cerebro y los linfomas son los canceres mas comunes de la
niflez. Cada afio se presentan aproximadamente 160 casos de cancer infantiles en el
Estado. Tan solo en el Hospital Pediatrico de Sinaloa se reciben 55 nuevos casos de
nifos con cancer cada afio, siendo la leucemia linfocitica aguda el cancer mas
frecuente en la poblacion atendida, seguida de tumores cerebrales y linfomas (de ellos
el 30% morira, el restante entrard en remisidbn 5 afios después de haber sido
diagnosticado y es probable que presenten efectos secundarios a largo plazo)
(CENSIA, 2023). Estos datos son similares a los reportados a nivel nacional, donde se
reporta que el 70% de los nifios que padecen cancer pueden entrar en remision una
vez que son tratados adecuadamente e inclusive llegar a la edad adulta. Sin embargo;
el tratamiento puede llegar a ser arduo y complejo, costoso y con seguimientos largos
hacia el paciente que no siempre terminan victoriosos, lo cual puede llegar a ser
desmoralizante.

Dado que en general no es posible prevenir el cancer en los nifios, la estrategia mas
eficaz para reducir la carga de morbilidad y mejorar la evolucion clinica es centrarse
en un diagnostico precoz y correcto, seguido de un tratamiento eficaz, certero y

oportuno; y cientificamente contrastado que se acompafie de medidas de apoyo



personalizado. Los tratamientos empleados para el cancer infantil al igual que de los
canceres en adultos, depende del tipo de cancer, estadio y localizacion y consisten en:
cirugia, quimioterapia, radioterapia y, en casos especiales, el trasplante de médula
Osea (Yeoh etal., 2017). En los ultimos afos, ha habido una mejora en la supervivencia
global de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) infantil, que ahora esta en torno al 80-
90%. Esto se debe a los regimenes de terapia multifarmacologica contemporaneos,
no obstante; los pacientes se ven abrumados por complicaciones graves del
tratamiento (Suchato, 2015). La quimioterapia tiene una variedad de efectos
secundarios, como infeccién, dafio de 6rganos, hematologicos y otros (desnutricion,
pérdida de cabello). La mayoria de los agentes que causan inmunosupresion y
mielosupresion aumentan el riesgo de infecciones bacterianas, virales y fungicas. La
infeccion sigue siendo una de las principales causas de muerte en todos los
nifios. Todos los 6rganos pueden verse afectados adversamente por el tratamiento
antileucémico, siendo la complicacibn mas comun la toxicidad gastrointestinal,
neuropatia central y/o periférica, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, disfuncion cardiaca,
y toxicidad esquelética. Por otro lado, en algunos casos se puede ver afectada la
fertilidad (Zawitkowska et al., 2019).

La toxicidad de los agentes antitumorales puede dar lugar a desviaciones en la
guimioterapia, como retrasos en el tratamiento, reducciones de dosis u omisiones. Los
datos de la literatura revelan que las interrupciones de la terapia inducidas por
toxicidad también podrian comprometer el resultado del tratamiento. Por lo tanto, es
importante reducir la toxicidad de los tratamientos administrados en los nifios con ALL
(Alsuwaigh, Lee, Chan, Chee, & Choo, 2019; Schmiegelow et al., 2017; Zawitkowska
et al., 2019), un analisis y discusion de los efectos secundarios de la terapia son
necesarios para establecer estrategias para minimizarlos o anularlos. Incluso en
ocasiones suele presentarse un cancer secundario debido a las radiaciones recibidas,
ademas de esterilidad, alteraciones é6seas, retraso mental, deficiencia de hormonas,
etc. (Zawitkowska et al., 2019).

En resumen, los tratamientos disponibles actualmente para diferentes tipos de

leucemia, incluida la leucemia mieloide aguda y la leucemia linfoide aguda, mejoran la



tasa de supervivencia en nifios diagnosticados, no obstante; las consecuencias a largo
plazo pueden manifestarse como enfermedades cardiovasculares que aumentan el
riesgo de muerte (uno de los multiples dafios ocasionados) (Eryllmaz & Canpolat,
2017; Gibson, Ehrhardt, & Ness, 2016).

Se han realizado numerosos estudios para conocer las causas de cancer infantil, pero
a esa edad (0-19), no se puede relacionar los tipos de canceres con factores
ambientales o ligados al modo de vida debido a que corta edad significa poca
exposicion. Por lo tanto, las medidas de prevencion del cancer en los nifios deben
centrarse en los comportamientos que impediran que mas adelante, cuando sean
adultos, sufran canceres prevenibles, en el diagnéstico oportuno y en tratamientos
menos toxicos que eviten la muerte por combinacién de métodos y recidiva (World
Health, 2021).

Es por esto que estad plenamente justificada la investigacion y la busqueda de un
diagndstico mas certero, una mejor terapia, intervencion, protocolos de tratamientos,
etc., a fin de evitar las complicaciones anteriormente descritas por la atencion a los
nifos con cancer. Aunque se ha realizado un notable avance en la obtencion de
nuevos agentes empleados en la quimioterapia, la mayoria de ellos son drogas muy
toxicas, que deterioran fisicamente a los pacientes con cancer y también destruyen las
células normales (Alsuwaigh et al.,, 2019). En el caso del cancer infantil se usan
frecuentemente combinaciones de cisplatino, vincristina, prednisona, etdéposido etc.,
agentes que dafian el ADN de las células o bien, dirigen las células a apoptosis. Un
hecho alarmante, aparte de la elevada toxicidad de estos farmacos es que las células
tumorales se vuelven rapidamente resistentes a ellos, o tolerantes, y es necesario
emplear dosis muy altas y mas de tres agentes quimioterapéuticos en un esquema de
tratamiento muy toxico sobre todo en leucemias de mal prondstico. En consecuencia,
la mortalidad se da porque se emplean en un solo nifio diversas combinaciones y las
células tumorales se van volviendo resistentes, hasta que no existe opcién de
tratamiento para ellos (Suchato, 2015).

Todo esto ha llevado a la busqueda de nuevos farmacos naturales o sintéticos

seguros, no téxicos y que no generen efectos a corto y largo plazo, que ayuden a la



recidiva, y a mejorar la calidad de vida en los pacientes con cancer, aun mejor, a tolerar
de mejor manera los ciclos quimioterapéuticos y de radiacion sin las complicaciones o
efectos secundarios que estos conllevan. Las investigaciones se han dirigido en torno
a compuestos de origen natural presentes en la respuesta inmune innata, que aparte
de ser antitumorales, tienen otro tipo de efectos que en gran manera ayudarian a
disminuir los efectos primarios del tratamiento del cancer, que regularian la respuesta
inmune y que podrian tener propiedades microbicidas y actuar junto con antibiéticos y
quimioterapéuticos en pacientes con cancer.

Durante la ultima década, el tratamiento contra el cancer ha experimentado cambios
alentadores. Uno de los ultimos desarrollos es la inmunoterapia, que se esta
convirtiendo cada vez mas en un pilar para el tratamiento de estas neoplasias malignas
(Alsuwaigh et al., 2019; Boffo, Damato, Alfano, & Giordano, 2018; Suéarez Casillas,
2020). A diferencia de la quimioterapia convencional, la inmunoterapia potencia la
respuesta inmunitaria antitumoral al bloquear los inhibidores de puntos de control
inmunitarios y permitir que nuestro propio sistema inmunitario luche contra las células
tumorales, surgiendo como un mecanismo de accién nuevo e innovador (Suérez
Casillas, 2020). Por lo tanto, aunque se toleran bien, estos medicamentos tienen un
perfil de efectos secundarios Unico y se sabe que causan eventos adversos
relacionados con el sistema inmunitario. Los efectos adversos de la inmunoterapia se
observan con mayor frecuencia en la piel, el tracto gastrointestinal, el higado, los
pulmones y los sistemas endocrinos (Martin, Escudero, Giron, & Gémez, 2021). Las
toxicidades menos comunes pueden incluir afectacion neuroldgica, hematoldgica,
cardiaca, ocular o reumatoldgica (Boffo et al., 2018). Hasta donde sabemos, los
pacientes con cancer son atendidos con frecuencia el servicio de urgencias debido a
la toxicidad relacionadas con el tratamiento, a infecciones adquiridas por tener el
sistema inmune deprimido y a las recidivas, por lo que existe una necesidad cada vez
mayor de conocer este perfil de efectos secundarios en particular, y estudiar otras
opciones profilacticas y terapéuticas, ya que conllevan un manejo diferente y unico al

de los farmacos quimioterapéuticos clasicos (Zawitkowska et al., 2019).
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La relacion entre el sistema inmunitario y el cancer es compleja. Hasta la fecha
sabemos que el sistema inmunitario no solo es capaz de controlar las enfermedades
infecciosas, sino que también juega un papel importante en la evolucién del cancer. La
prueba inicial de este concepto se encontr6 en pacientes con condiciones de
inmunodeficiencia que, en comparacion con la poblacion general, desarrollaron mas
enfermedades malignas (Alsuwaigh et al., 2019).

Las células tumorales pueden utilizar una variedad de recursos para escapar del
sistema inmunitario. Esto nos lleva a un proceso de tres etapas llamado
inmunoedicion, siendo estas: eliminacion, edicion y escape. En la primera fase llamada
Eliminacion, las células malignas transformadas son destruidas por un sistema
inmunitario competente (Kumar & Abbas, 2021). No obstante, las células tumorales
esporadicas que logran sobrevivir a la destruccién inmunitaria pueden entrar en una
fase de equilibrio en la que se produce la edicién, en la que estas células pueden
adoptar un nuevo fenotipo (Ledn-Sicairos & Picos, 2010), y establecen un
microambiente tumoral inmunosupresor. El escape de células tumorales puede ocurrir
a través de diferentes mecanismos que incluyen: reconocimiento inmunolégico
reducido, mayor resistencia o supervivencia, o desarrollo de un microambiente tumoral
inmunosupresor. Cada dia aprendemos mas sobre estos mecanismos, brindandonos
la oportunidad de bloquearlos para que el sistema inmunolégico vuelva a estar activo
(Kumar & Abbas, 2021; Suchato, 2015).

La inmunoterapia se esta convirtiendo en un pilar esencial para el tratamiento contra
el cancer. Diversos medicamentos nuevos estan bajo investigacion y muchos otros ya
han sido aprobados para el tratamiento de una gran variedad de procesos neoplasicos
(Reyes et al., 2020). Actualmente, los inhibidores del punto de control inmunitario son,
con mucho, los mas desarrollados, incluidas las terapias exitosas que inhiben la via de
la proteina 4 asociada a los linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) y la via de la proteina de
muerte celular programable 1 (PD-1)/PD-L1. Otros medicamentos bajo investigacion
incluyen inhibidores de OX-40, LAG-3 y TIM-3 (Pettitt et al., 2012; Reyes et al., 2020).
A diferencia de la quimioterapia convencional, la inmunoterapia mejora la respuesta

inmunitaria antitumoral al bloquear a los inhibidores los puntos de control inmunitarios
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y permitir que nuestro propio sistema inmunitario luche contra las células tumorales.
La activacion optima de células T citotoxicas (TCD8+) requiere dos sefiales distintas:
la unién del receptor de células T (TCR) al antigeno afin presentado por las células
presentadoras de antigeno (APC), seguida de la unién de los ligandos CD80 y CD86
en las APC con el receptor coestimulador CD28 en las células T. Sin embargo, nuestro
sistema inmunoldgico debe tener un mecanismo de desactivacion para crear tolerancia
y evitar reacciones autoinmunes. Una vez que se activa el TCD8+, se regula
positivamente la expresion de CTLA-4. Esta proteina es un homoélogo de CD28 que
contrarresta la actividad de CD28 uniéndose tanto a CD80 como a CD86 con mucha
mayor afinidad que la de CD28, y posteriormente regula a la baja la activaciéon de las
células T (Suéarez Casillas, 2020). En este contexto, ipilimumab fue el primer CTLA-4
inhibidor de puntos de control a desarrollar (Cameron, Whiteside, & Perry, 2011).
Posteriormente, se han identificado otros puntos de control inmunitarios responsables
de la activacion/desactivacion de las células T. PD-1 es un regulador negativo de la
actividad de las células T dentro de los tejidos periféricos y el microambiente tumoral.
Cuando PD-1 interacttia con sus ligandos PD-L1 o PD-L2, regula a la baja respuesta
efectora de estas células en los tejidos periféricos. Las células cancerosas pueden
usar este mecanismo para crear inmunidad y resistencia en el microambiente tumoral.
Se han introducido nuevos medicamentos desarrollados que bloquean la unién PD-
1/PDL-1, creando un antitumoral mejorado para que actuase la respuesta inmune
(Inaba & Pui, 2019).

Se han disefiado anticuerpos monoclonales (mAb) para bloquear estas moléculas:
ipilimumab y tremelimumab, que son mAbs que inhiben CTLA-4, nivolumab y
pembrolizumab bloquean PD-1; y atezolizumab, avelumab y durvalumab son anti-PDL-
1. Actualmente, se han aprobado farmacos para el tratamiento de multiples tipos de
cancer. Ipili mumab fue el primer farmaco en demostrar eficacia en un ensayo clinico
aleatorizado de fase lll para el tratamiento de pacientes con melanoma metastasico
(Inaba & Pui, 2019; Reyes et al., 2020).

Aunque se toleran bien, los inhibidores de puntos de control inmunitarios tienen un

perfil de eventos adversos distinto al de la quimioterapia convencional. Estos
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medicamentos provocan toxicidad conocida como reacciones adversas relacionadas
con el sistema inmunitario, que ocurren de forma secundaria a la respuesta inmunitaria
mejorada que provocan los farmacos. Hasta donde sabemos, los pacientes con cancer
son vistos con frecuencia en el Departamento de Emergencia debido a la toxicidad
relacionada con el tratamiento, por lo que existe una necesidad cada vez mayor de
aprender sobre este perfil de efectos secundarios, dado que implican una gestion
distinta y Gnica a la de los clasicos farmacos de quimioterapia (Inaba & Pui, 2019;
Martin et al., 2021; Reyes et al., 2020; Suérez Casillas, 2020).

La Lactoferrina (LF), es una proteina multifuncional y es considerada parte de la
respuesta inmune no especifica de mamiferos. Cabe destacar que entre sus multiples
funciones sobresale su actividad como microbioestatico, microbicida de amplio
espectro, antitumoral y antioxidante. Ademas, por el hecho de contener Fe se ha
postulado como una proteina de gran valor nutricional (Ledn-Sicairos & Picos, 2010).
Entre sus multiples funciones destacan su papel como microbicida y antitumoral,
funciones que describiremos mas adelante (Ledn-Sicairos & Picos, 2010). Antes
debemos dejar en claro que es el cancer, y lo abordaremos en la siguiente seccién,

pero desde el punto de la biologia celular.

B. Cancer

1. Definiciéon

El cancer no es una enfermad Unica; es un grupo heterogéneo de trastornos
caracterizados por la presencia de células que no responden a los controles normales
de division (Pierce 2009). Es un conjunto de enfermedades cronico-degenerativas
(existen mas de 100 tipos diferentes de cancer), provocadas por factores genéticos
heredados o externos, en las cuales el organismo produce masas anémalas de tejido
(puesto que al hablar de cancer también se habla de “tumores malignos” o “neoplasias

malignas”, cuyo crecimiento es practicamente auténomo y superior al de los tejidos
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normales. A diferencia de la proliferacién de células no neoplasicas, el crecimiento de
los tumores persiste después del cese del estimulo inicial. Una definicidn mas reciente
incluye la nueva perspectiva segun la cual el crecimiento tumoral se ve impulsado por
mutaciones adquiridas, que confieren ventaja proliferativa y son transmitidas a la
descendencia de forma clonal a partir de una sola célula maligna inicial (Kumar &
Abbas, 2021).

2. Epidemiologia

El cAncer es una de las principales causas de muerte en el mundo, con casi 10 millones
de muertes registradas en 2020, casi una de cada seis. Los canceres mas comunes
en 2020, por lo que se refiere a nuevos casos, fueron los siguientes tipos de cancer:
mama (2.26 millones de casos), pulmon (2.21 millones de casos), colorrectal (1.93
millones de casos), préstata (1.41 millones de casos), de piel (distinto del melanoma)
(1,20 millones de casos); y gastrico (1.09 millones de casos). Los tipos de cancer que
causaron un mayor numero de fallecimientos en 2020 fueron los siguientes: pulmén
(1.8 millones de defunciones); colo-rectal (916,000 defunciones); hepatico (830,000
defunciones); gastrico (769,000 defunciones); y de mama (685,000 defunciones).
Cada afio cerca de 400,000 nifios contraen cancer en el mundo (OMS, 2020).

En América Latina, el cancer es la segunda causa principal de muerte en menores de
18 afos. En el 2018, se diagnosticaron unos 3.8 millones de casos y 1.4 millones de
personas murieron por esta enfermedad. Los tipos de cancer diagnosticados con
mayor frecuencia en los hombres son: de préstata (21.7%), pulmon (9.5%), y
colorrectal (8.0%). En las mujeres, los canceres mas frecuentes son: de mama
(25.2%), pulmdn (8.5%), y colorrectal (8.2%). Si no se tomara accion, se prevé que
para el 2030, el nimero de personas recién diagnosticadas con cancer aumentara en
32% y ascendera a mas de 5 millones de personas por afio en las Américas (OPS,
2020).
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En México, el cancer es la tercera causa de muerte y segun estimaciones de la Union
Internacional contra el Cancer, cada afio se suman mas de 128,000 nuevos casos en
México. Entre enero y agosto de 2020 se registraron 683,823 defunciones, de las
cuales 9% se deben a tumores malignos (60,421). Un afio antes, en 2019, se
registraron 747,784 defunciones, de las cuales 12% se deben a tumores malignos
(88,683). En México durante 2017, de cada 100 egresos hospitalarios por cancer
(tumores malignos), en la poblacion de 0 a 19 afios de edad, 73 son en tejidos linfoides,
hematopoyéticos o tejidos relacionados. Como parte de esta clasificacion se encuentra
la leucemia linfoide que, por si sola, representa 61% (24,851) del total de egresos por
cancer (40,679) en este grupo de poblacién (de Martel et al., 2020; INEGI, 2021; OMS,
2019).

Los tipos de cancer mas frecuentes en la poblacion mexicana de 0-19 afios de edad
en hombres fueron: de tejidos linfoides, hematopoyéticos o tejidos relacionados (73%);
sistema nervioso central (6%); hueso o cartilago (5%); tejido conectivo y blando (3%),
y 6rganos digestivos (2%). En mujeres de 0-19 afios de edad fueron: Tejidos linfoides,
hematopoyéticos o tejidos relacionados (73%), sistema nervioso central (7%), hueso o
cartilago (4%), tejido conectivo y blando (3%), y 6rganos digestivos (1 %). Del total de
jévenes con neoplasias en 6rganos hematopoyéticos, 61% son por leucemia. Este
cancer puede ser agudo o crénico siendo mas frecuente el primero en nifios y
adolescentes por leucemia linfoblastica aguda y en menor proporcion la mieloide
aguda (INEGI, 2021; WHO, 2021).

La leucemia ocurre con mayor frecuencia en adultos mayores de 55 afos, pero es el
cancer mas comun en nifios menores de 15 afos. Entre los adultos, los tipos mas
comunes son CLL (35 %) y AML (32 %). Entre los nifios y adolescentes, la LLA es la
mas comun y representa el 75% de los casos de leucemia pediatrica (de Martel et al.,
2020; INEGI, 2021). A nivel mundial, se estima que cada afo se diagnostican 440,000
nuevos casos de leucemia junto con 310,000 muertes. Las tasas de supervivencia
varian sustancialmente segun el subtipo de leucemia, desde una tasa de supervivencia

relativa actual a cinco afos del 27% para adultos diagnosticados con AML al 86 %
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para aquellos con CLL, y del 66 % para nifios, adolescentes y adultos jovenes
diagnosticados con AML a 92 % para aquellos con ALL (WHO, 2019; WHO, 2021).

3. Fisiopatologia

Al cuerpo humano lo compone muchos tipos de células. El crecimiento y la maduracion
celular son eventos normales en el desarrollo de los 6rganos durante la embriogénesis,
y también el crecimiento, la reparacion y la remodelacién de tejido después de una
lesion. La regulacién alterada de estos procesos puede dar por resultado pérdida del
control sobre el crecimiento, la diferenciacién y el confinamiento espacial de las
células. Las neoplasias de seres humanos representan en conjunto un espectro de
enfermedades caracterizadas por crecimiento e invasiéon anormales de células. Aun
cuando los canceres de manera tipica se clasifican con base en sus tejidos de origen
o localizacién anatdmica, muchos tipos comparten caracteristicas similares. También
hay considerable variacién entre pacientes que tienen un determinado tipo de cancer,
tanto en la naturaleza de las alteraciones celulares, asi como en la presentacion clinica
y la evolucion de la enfermedad. El reconocimiento de enfermedad maligna manifiesta
por medio de examen fisico o estudios de imagenes y requiere la presencia en el
organismo de alrededor de 1,000 millones de células malignas. A veces puede
reconocerse una fase preclinica. Los signos preclinicos por lo general constan de entre
otros, polipos en el colon o nevos displasicos en la piel, precursores potenciales de
carcinoma de colon y melanoma maligno, de manera respectiva. Esas lesiones
precursoras por lo general muestran datos de proliferacion celular anormal sin la
demostracién de invasividad, y pueden preceder por meses a afos a la aparicion de
una enfermedad maligna invasiva, o no progresar hacia células cancerosas durante la
vida del individuo (Kumar & Abbas, 2021; Moasser, 2015; Suchato, 2015).

Con mayor frecuencia, la fase preclinica no se detecta sino hasta que ya hay cancer
invasor, de manera ocasional con metastasis regionales o a distancia. Como ocurre

con otros trastornos médicos, el entendimiento de la fisiopatologia de la neoplasia se
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ha basado en observaciones clinicas y anatomo-patologicas de series grandes de
paciente. Recientemente, se han descrito las caracteristicas celulares y moleculares
de células cancerosas, su relacion con ciertas entidades, asi como situaciones clinicas
neoplasicas, lo cual ha extendido el conocimiento en este campo, precursores
potenciales de carcinoma de colon y melanoma (Kumar & Abbas, 2021; Moasser,
2015; Suchato, 2015).

4. Clasificacion

Existen diversos tipos de neoplasias se clasifican a grandes rasgos segun su
comportamiento clinico:

° Benignos, con comportamiento benigno, caracterizados por lesion localizada,
sin diseminacion a otras localizaciones y susceptibles de reseccion quirlrgica; el
paciente normalmente sobrevive, aunque hay excepciones.

° Malignos, a los que se hace referencia como canceres, con comportamiento
agresivo, que incluye invasion y destruccion de tejidos adyacentes y capacidad de

diseminacién a otras localizaciones (metastasis).

Todos los tumores tienen dos componentes basicos:

° Expansiones clonales de células neoplasicas que constituyen el parénquima
tumoral.
° Estroma de soporte compuesto por tejido conjuntivo no neoplasico y vasos

sanguineos; el abundante estroma colageno se denomina desmoplasia y este tipo de
tumores son duros (escirros).

Los tumores malignos se clasifican de la siguiente manera:

° Carcinomas derivados de células epiteliales.

° Sarcomas con origen en células mesenquimatosas.
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° Tumores mesenquimatosos de células formadoras de sangre, que se
denominan leucemias, y tumores de linfocitos o sus precursores, que reciben el
nombre de linfomas (Kumar & Abbas, 2021).

Se conocen algo mas de 60 protooncogenes y 20 genes supresores. Los primeros
estimulan normalmente la divisidon celular, como hecho fundamental para mantener la
vida. De ellos depende el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de las heridas y la
reposicion de las células, que normalmente envejecen y mueren luego de cumplida su
diferenciacion. Pero esos mismos protooncogenes pueden sufrir alteraciones en su
estructura, por cambios en la secuencia de los acidos nucleicos (mutaciones), por
pérdida de algunos segmentos del cromosoma (deleciones) o por traslado de un sector
cromosomico a otro cromosoma (translocaciones).

En general, a estos genes se los clasifica como:

° Genes que estimulan las transcripciones en el ambito nuclear.

° Genes de factores de crecimiento o sus receptores.

Genes de proteinas de sefiales intracitoplasmaticas

5. Factores de riesgo

La contaminacién del aire, la alimentacién poco saludable, la inactividad fisica y el
tabaquismo y alcoholismo aumentan el riesgo de cancer y otras enfermedades no
contagiosas. Las infecciones carcindgenas, particularmente las causadas por
Helicobacter pylori, los papilomavirus humanos, los virus de la hepatitis B y de la
hepatitis C y el virus de Epstein-Barr, representan aproximadamente el 13% de todos
los casos de cancer diagnosticados en el mundo en 2018 (WHO, 2021). Los virus de
las hepatitis B y C y algunos tipos de papilomavirus humanos aumentan el riesgo de
contraer cancer de higado y cancer de cuello uterino, respectivamente, mientras que

la infeccion por el VIH multiplica por seis el riesgo de contraer un cancer de cuello
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uterino y aumenta sustancialmente el de otros tipos de cancer, como el sarcoma de
Kaposi (de Martel et al., 2020).

C. Leucemia

Las neoplasias de células germinales, neuroendocrinas y mesenquimatosas explican
una gran parte de los tumores de la infancia y adolescencia, porque estas células se
dividen de manera mas activa y por ende son mas vulnerables a eventos mutacionales.
Las células mesenquimatosas, en virtud de su funcion; se encuentran distribuidas en
todo el organismo, y los tumores mesenquimatosos pueden surgir en cualquier sitio
anatomico. Las neoplasias hematoldgicas son parte de la clasificacién de neoplasias
mesenquimatosas; consideradas enfermedades malignas de células derivadas de
precursores hematopoyéticos. La célula madre hematopoyética verdadera tiene la
capacidad de autorrenovacion, y de dar lugar a precursores (unidades formadoras de
colonias) que proliferan y muestran diferenciacion terminal hacia una de cualquier
linea. Las diferentes neoplasias hematoldgicas pueden surgir a partir de cada uno de
los tipos de células maduras. Gran parte de estas células se originan en la médula
0sea, se transportan hacia la circulacion sanguinea, y tienen la capacidad de infiltrar
organosy tejidos. Otras tantas tienen la posibilidad de formar tumores en tejido linfoide,
en particular los linfomas, que se originan a partir de los linfoblastos. La linea de una
célula hematopoyética y el grado de diferenciacion a lo largo de esa linea muestran
vinculo con la expresion de proteinas caracteristicas de superficie celular, muchas de
las cuales son receptores, otras son moléculas de adhesién y proteasas, y algunas
mas son de funcién desconocida. Los antigenos de grupos de diferenciacion (CD, del
inglés clusters of differentiation) se han convertido en recursos diagndésticos esenciales
en el manejo de neoplasias hematoldgicas, y algunos tipos de enfermedades malignas
se definen por modelos de expresion de CD caracteristicos (Kumar & Abbas, 2021).

La ultra-estructura celular y la maquinaria de la célula maligna pueden semejar un poco

las de su célula de origen. Es notorio que los datos tipicos de estas neoplasias son un
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indice proliferativo incrementado, y detencion de la diferenciacion. EI examen del
ndcleo de las células en interfase a veces puede revelar anormalidades cromosémicas,
como deleciones (monosomia), duplicaciones (trisomia) o translocaciones
balanceadas. Ciertos tipos de neoplasias hematolégicas tienden a mostrar
anormalidades cromosOmicas estereotipicas. Dada su naturaleza clonal, estas
anormalidades seran evidentes en todas las células malignas. En algunos casos de
translocaciéon cromosémica, se forma un nuevo gen de fusién y puede suscitar la
produccion de una proteina de fusion que posee funciéon anormal en comparacién con
los productos de gen originales. Esta funcién por lo general involucra pérdida del
control del ciclo celular, transduccién de sefial anormal, o expresion de gen
reprogramada como resultado de un factor de transcripcion aberrante. En contraste
con los tumores sdlidos, muchas enfermedades malignas hematoldgicas estan
enlazadas de modo especifico a ciertas translocaciones cromosomicas; por tanto, los
estudios de cariotipo son esenciales en el diagnéstico de enfermedades malignas
hematoldgicas.

Por otro lado, los tumores sélidos a menudo contienen muchisimas anormalidades
cromosomicas que no son especificas para la enfermedad, o incluso reproducibles.
Otros cambios genéticos descritos en las enfermedades malignas hematoldgicas son
mutaciones o deleciones de los genes supresores p53, retinoblastoma (Rb), y tumor
de Wilms (WTI), y mutaciones activadoras en el oncogén N-ras. Otros cambios
genéticos pueden detectarse en la evolucién clonal de leucemias conforme la
enfermedad progresa hacia una forma mas agresiva en la evolucion del paciente. Este
dato apoya mas la teoria de que la neoplasia es el resultado de alteraciones genéticas
por pasos que corresponden a la adquisicion secuencial de cambios fenotipicos
adicionales que favorecen el crecimiento anormal, la invasion, y la resistencia a las
defensas del huésped normales (Kumar & Abbas, 2021; Suchato, 2015).
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1. Definicién y clasificacion de Leucemias

La leucemia es un cancer de la médula ésea y del sistema linfatico, y afecta tanto a
nifios como a adultos. En la leucemia, las células anormales producidas por la médula
O0sea comienzan a superar y reemplazar las células normales de la sangre y la médula.
Hay cuatro tipos principales de leucemia, cada uno llamado asi por la velocidad a la
que la enfermedad se desarrolla y empeora, asi como el tipo de globulo afectado
(Suchato, 2015).

La Leucemia mieloide aguda (LMA): es un cancer de crecimiento rapido que comienza
en las células mieloides, el precursor de los globulos rojos, las plaquetas (células que
coagulan la sangre) o los glébulos blancos conocidos como granulocitos; también
conocida como leucemia mielégena aguda o mieloblastica.

La Leucemia mieloide cronica (LMC): es un cancer de crecimiento mas lento que
comienza en las células mieloides, el precursor de los globulos rojos, las plaquetas
(células que coagulan la sangre) o los glébulos blancos conocidos como
granulocitos; también conocida como leucemia mieldgena cronica o mieloblastica.

La Leucemia linfocitica aguda (LLA): es un cancer de crecimiento rapido, comienza en
las células linfoides, que producen diferentes tipos de glébulos blancos; también
conocida como leucemia linfoblastica aguda.

La Leucemia linfocitica crénica (LLC): es un cancer de crecimiento mas lento que
comienza en las células linfoides, que producen diferentes tipos de glébulos
blancos; también conocida como leucemia linfoblastica cronica (Inaba & Pui, 2019).
La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) representa del 75% al 80% de todos los casos
de leucemia infantil; la leucemia mieloide aguda (LMA) comprende del 15% al 20%.
Aproximadamente el 85% de TODOS los casos son de linaje B (B-LLA) y el 15% son
de linaje T (T-LLA) (Suchato, 2015).

Volviendo con la LLA, ésta un cancer altamente maligno de las células progenitoras
linfoides en la médula 6sea, que se caracteriza por la expansion incontrolada de

blastos leucémicos. Todo se puede dividir en diferentes subtipos determinados por la
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edad (adultos frente pediatrica), origen del linaje (T- contra B-ALL), los hallazgos
inmunologicos (pro-, pre-, comun y madura B-ALL, resp. Temprano, timo, y los
hallazgos T-ALL) y genéticos maduros (es decir, BCR-ABL positivo 0 negativo) (Lang,
Wojcik, & Rieger, 2015).

2. Fisiopatologia de las leucemias

Existen diferentes tipos de leucemia, una de las mas comunes en nifios es leucemia
linfoblastica aguda (ALL) que es un cancer que afecta los glébulos blancos. En este
tipo de leucemia hay demasiados glébulos blancos inmaduros en la médula 6sea.
Estas células desplazan a los glébulos blancos normales. Sin una cantidad suficiente
de globulos blancos normales, el cuerpo tiene mas dificultad para combatir las
infecciones. La ALL afecta un tipo de glébulo blanco llamado linfocito, haciendo que se
acumulen en el higado, el bazo y en los ganglios linfaticos.

La leucemia es causada por alteraciones secuenciales en proto-oncogenes, genes
supresores de tumores y genes de microARN de las células madre hematopoyéticas
0 sus progenitores comprometidos. Estos cambios fundamentales alteran los procesos
reguladores clave en las células diana dando rienda suelta a una capacidad ilimitada
para la auto-renovacion, subvirtiendo los controles de proliferacion normales,
bloqueando la diferenciacién celular, y la promocién de la resistencia a las sefiales de

muerte (apoptosis) (Pui, 2009).

3. Factores de Riesgo para leucemias

La leucemia linfocitica aguda (ALL) tiene pocos factores de riesgo conocidos (Inaba &
Pui, 2019). A continuacién, brevemente se describen:
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a) Radiacion

Un factor de riesgo para la ALL y la AML es la exposicion a altos niveles de radiacion.
El tratamiento del cancer con radioterapia aumenta el riesgo de desarrollar leucemia,
aunque esto ocurre con mayor frecuencia en AML que en ALL. La utilizacion de
quimioterapia y radiacion en el tratamiento parece aumentar el riesgo. No se ha
proporcionado informacién detallada sobre los riesgos de la leucemia causados por la
exposicién a niveles minimos de radiacién, como pueden provocar algunos estudios
de imagen, como los rayos X o la tomografia computarizada (CT). Aungue no es del
todo evidente, la exposicion a dicha radiacion aumenta el riesgo de desarrollar
leucemia. La mayoria de los médicos intentan minimizar la exposicion a la radiacion
durante estos estudios por razones de seguridad, especialmente en nifios y mujeres
embarazadas (Inaba & Pui, 2019)

b) Sustancias quimicas

Una mayor exposicién a quimioterapéuticos y otros quimicos, como el benceno, puede
aumentar el riesgo de padecer ALL. Muchas industrias utilizan benceno para producir
otros productos, asi como en el humo del cigarrillo, algunos pegamentos, detergentes,
materiales de arte y disolventes de pintura. La exposicidn a sustancias quimicas esta
mas relacionada con un mayor riesgo de AML en comparacién con la ALL (Inaba &
Pui, 2019).

C) Infecciones virales

Aunqgue infrecuentes, las infecciones por el virus linfotropico humano de células T tipo
1 (HTLV-1) puede ocasionar un tipo de ALL de células T, las cuales, la mayoria de los
casos se han documentado en Japon y el Caribe. Mientras que en los Estados Unidos,
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esta enfermedad no es comun. Por otro lado, el virus de Epstein-Barr (EBV) ha sido
relacionado con el linfoma de Burkitt y una forma de la enfermedad de Alzheimer (ALL)
en Africa (Inaba & Pui, 2019).

d) Sindromes genéticos

Parece que la leucemia linfocitica aguda (ALL) no tiene un factor genético significativo.
La ALL parece no afectar con mayor frecuencia a algunas familias, por lo que el riesgo
individual no aumenta si uno de los miembros de la familia padece la enfermedad (a
excepcion de los gemelos idénticos, consulte mas adelante). No obstante, hay algunos
sindromes genéticos (que se pueden heredar de uno de los padres) que parecen

aumentar el riesgo de padecer ALL (Inaba & Pui, 2019). Estos comprenden:

o Sindrome de Down

o Sindrome de Klinefelter
o Anemia de Fanconi

o Sindrome de Bloom

o Ataxia-telangiectasia

o Neurofibromatosis

o Sindrome de Li-Fraumeni (Inaba & Pui, 2019).

e) Edad

La ALL es més prevalente en infantes y adultos mayores de cincuenta afios (Inaba &
Pui, 2019).
f) Raza/grupo étnico

Aunqgue no estan claras las razones, la ALL es mas frecuente en poblacion blanca que

en las negras (Inaba & Pui, 2019).
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g) Incidencia segun el sexo

La ALL es un poco mas frecuente en los hombres que en las mujeres (Inaba & Pui,
2019).
h) Gemelo idéntico con ALL

Existe un mayor riesgo de desarrollar ALL para quien tiene un gemelo idéntico durante

el primer afio de vida (Inaba & Pui, 2019).

i) Factores de riesgo desconocidos, no comprobados o

en discusioén

e EXxposicion a campos electromagnéticos (como usar teléfonos celulares o vivir
cerca de lineas eléctricas)
e Exposicion al diésel, la gasolina, los pesticidas y algunas otras sustancias
guimicas en el trabajo
e Tabaquismo.
e Exposicion a colorantes capilares
Actualmente, ninguno de estos factores se ha relacionado de manera concluyente con
la ALL, para poder hacer afirmaciones mas contundentes es necesario la realizacion

de mas estudios (Inaba & Pui, 2019).
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4. Datos y cifras del cancer infantil

En 2018, hubo 18.1 millones de casos nuevos de cancer y 9.5 millones de muertes
relacionadas con el cancer en todo el mundo. Si bien la incidencia general de cancer
es menor en los paises de ingresos bajos y medianos (LMIC) en comparacion con los
paises de ingresos altos (HIC), aproximadamente el 70 % de las muertes por cancer
ocurren en los LMIC (Mattiuzzi & Lippi, 2019; OMS, 2019). Se espera que la carga
mundial de cancer aumente a 23.6 millones de casos nuevos por afio para 2030 (Ma
et al., 2019).

La incidencia del cancer infantil ha ido en aumento con el tiempo y una proporcion
cada vez mayor de esta carga recae sobre los paises de ingresos bajos y
medianos. En 2008, hubo 175,058 nuevos casos de cancer infantil en todo el mundo,
aungue las estimaciones reales probablemente fueron mucho mas altas debido a
problemas continuos con el diagndstico y el registro insuficientes (Mathur et al., 2020).
Un estudio reciente basado en simulacion estimé que en 2015 se produjeron en todo
el mundo 397 000 casos nuevos de cancer infantil, incluidos casos diagnosticados y
no diagnosticados (Ward, Yeh, Bhakta, Frazier, & Atun, 2019). Un analisis del estudio
Global Burden of Disease estim6 una incidencia global de 416 500 casos nuevos de
cancer infantil en 2017 (Force et al., 2019). Dado que las poblaciones de LMIC tienen
proporciones relativas mas altas de nifios que los HIC, méas del 80 % de los canceres
infantiles en realidad ocurren en LMIC (Fung, Horton, Zabih, Denburg, & Gupta, 2019).
En 2017, los canceres infantiles contribuyeron a 11.5 millones de afios de vida
ajustados por discapacidad (AVAD) a nivel mundial y el 82 % de esta carga afecto a
paises con indice sociodemografico bajo, medio bajo y medio (INEGI, 2021).

Entre los nifios de 0 a 14 afios en los LMIC, las muertes relacionadas con
enfermedades transmisibles contindan superando las muertes relacionadas con el
cancer (Magrath et al., 2013). Por lo tanto, los gobiernos de LMIC generalmente han
priorizado la asignacion de recursos de atencion médica a las enfermedades

transmisibles en lugar de las no transmisibles (ENT) como el cancer (Hadley, Rouma,
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& Saad-Eldin, 2012; Magrath et al., 2013). Sin embargo, a medida que sus economias
se desarrollan, los LMIC experimentan una transicion epidemiolégica, con una carga
decreciente de enfermedades transmisibles y un aumento en la mortalidad por cancer
y otras ENT (Magrath et al., 2013). De hecho, entre 1990 y 2011, entre 106 paises de
ingresos bajos y medianos, el 80 % de la reduccion de la mortalidad infantil se atribuyo
a la disminucion de las muertes por enfermedades transmisibles (Lozano et al., 2011).
Por lo tanto, las ENT, incluido el cancer, comprenden una proporcion cada vez mayor
de la mortalidad infantil mundial. De hecho, de 2005 a 2016, el cancer estuvo entre las
tres principales causas de muerte en nifios de 5 a 14 afios en México, Brasil y China
(Fadel et al., 2019).

Las tasas de supervivencia entre los nifios diagnosticados con cancer en los paises
de ingresos altos que reciben tratamientos multidisciplinarios modernos superan el 80
%. 10 Sin embargo, las tasas de supervivencia del cancer pediatrico en los LMIC
oscilan entre el 10 % y el 50 % (Rodriguez-Galindo et al., 2015). Las razones de esta
brecha de supervivencia incluyen presentacion tardia, falta de vias de referencia
eficientes, abandono del tratamiento, mayor toxicidad del tratamiento y acceso

deficiente a la quimioterapia.

5. Tratamiento de las leucemias

Méas del 30% de las defunciones por cancer son prevenibles. Mas del 30% de los
canceres se pueden prevenir con un modo de vida sano 0 mediante inmunizacion
contra las infecciones que los causan (VHB, PVH). Dentro de este porcentaje tienen
caracteristica de ser facilmente detectables, para posteriormente ser tratados y
curados sin mayor repercusion. Incluso cuando el cancer se encuentra en fase
terminal, es posible aliviar el sufrimiento del paciente con buenos cuidados paliativos
(OMS, 2019).

El éptimo diagndstico del cancer de manera efectiva es esencial para un tratamiento

adecuado y eficaz, debido a que cada tipo de cancer necesita un tratamiento particular
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de acuerdo con las caracteristicas o la linea celular de la que se trate, que puede
abarcar cirugia, radioterapia o quimioterapia. Los tratamientos empleados para el
cancer infantil consisten dependiendo del tipo de céncer, estadio y localizacion y
comprenden: cirugia, quimioterapia, radioterapia y, en casos especiales, el trasplante
de médula 6sea. Recientemente se ha progresado en el tratamiento del cancer infantil.
El tratamiento para la leucemia depende de la edad del individuo, el tipo de cancer y
la gravedad de la enfermedad. En la mayoria de los casos, la quimioterapia es la
primera linea de tratamiento para esta enfermedad, aunque algunos pacientes
requieren un trasplante de células madre para eliminar la leucemia por completo.

La inmunoterapia es una clase de tratamientos que aprovechan el propio sistema
inmunitario de una persona para ayudar a eliminar las células cancerosas. Ademas de
los trasplantes de células madre, actualmente existen diez opciones de inmunoterapia

para la leucemia aprobadas por la FDA (Inaba & Pui, 2019).

J) Anticuerpos dirigidos

° Alemtuzumab (Campath®): un anticuerpo monoclonal que se dirige a la via
CD52; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC).
° Blinatumomab (Blincyto®): un anticuerpo biespecifico que se dirige a CD19 en
las células tumorales, asi como a CD3 en las células T; aprobado para subgrupos de
pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA).

° Gemtuzumab ozogamicina (MyloTarg®): un conjugado de anticuerpo y farmaco
que se dirige a la via CD33 y administra farmacos téxicos a las células
cancerosas; aprobado para subgrupos de pacientes adultos y pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda (LLA) positiva para CD33.

° Inotuzumab ozogamicina (Besponsa®): un conjugado de anticuerpo y farmaco
que se dirige a la via CD22 y administra farmacos téxicos a las células
cancerosas; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia linfoblastica aguda
avanzada (LLA).
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° Obinutuzumab (Gazyva®): un anticuerpo monoclonal que se dirige a la via
CD20; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC)
CD20-positiva, incluso como terapia de primera linea.

° Ofatumumab (Arzerra®): un anticuerpo monoclonal que se dirige a la via
CD20; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia linfocitica créonica (LLC)
CD20-positiva, incluso como terapia de primera linea.

° Rituximab (Rituxan®): un anticuerpo monoclonal que se dirige a la via
CD20; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC),

incluso como tratamiento de primera linea.

k) Terapia Celular Adoptiva

° Brexucabtagene autoleucel (Tecartus™): una inmunoterapia de células T con
CAR dirigida a CD19; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda (LLA).

° Tisagenlecleucel (Kymriah®): una inmunoterapia de células T con CAR dirigida
a CD19; aprobado para subgrupos de nifios y adultos joévenes con leucemia

linfoblastica aguda (LLA).

) Inmunomoduladores

° Interferon alfa-2a (Roferin®-A): una citocina que se dirige a la via
IFNAR1/2; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia de células pilosas y
leucemia mieloide cronica (LMC) con cromosoma Filadelfia positivo.

° Interferén alfa-2b (Intron A®): una citocina que se dirige a la via
IFNAR1/2; aprobado para subgrupos de pacientes con leucemia de células pilosas y

linfoma no Hodgkin folicular agresivo.
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Aun suele haber efectos secundarios a consecuencia de los diversos tratamientos en
pacientes pediatricos que no han podido ser evitados. Los efectos secundarios a largo
plazo por el tratamiento tienen una variedad de efectos secundarios, como infeccion,
dafio de 6rganos, hematoldgicos y otros (desnutricion, pérdida de cabello) (Inaba &
Pui, 2019).

La mayoria de los agentes que causan inmunosupresion y mielosupresion aumentan
el riesgo de infecciones bacterianas, virales y fingicas. La infeccion sigue siendo una
de las principales causas de muerte en todos los nifios. Todos los 6rganos pueden
verse afectados adversamente por el tratamiento anti-leucémico, siendo la
complicacion mas comun la toxicidad gastrointestinal, neuropatia central y/o periférica,
hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, disfuncion cardiaca, toxicidad esquelética (Inaba &
Pui, 2019).

A pesar del dafio que representa el cancer en un nifio, los efectos a corto, mediano y
largo plazo, asi como las investigaciones en cancer infantil son pocas ya que la cifra
de casos en adultos supera al de casos infantiles tanto en nimero de enfermos como
en mortalidad; sin embargo, los tipos de cancer, los tratamientos, equipos empleados,
etc. son diferentes, es por ello que esta plenamente justificada la investigacion y la
busqueda de una mejor terapia (Moody, Meyer, Mancuso, Charlson, & Robbins, 2006;
Ngoma, 2006).

Aungue se ha realizado un notable avance en la obtencion de nuevos agentes
empleados en la quimioterapia la mayoria de ellos son drogas muy téxicas, que
deterioraran fisicamente a los pacientes con cancer y también destruyen las células
normales, sobre todo las que se dividen mas rapidamente, por lo que los efectos
secundarios estan relacionados principalmente con estas células que se destruyen. En
el caso de los canceres infantiles se usan frecuentemente combinaciones de cisplatino,
vincristina, prednisona etc., agentes que dafian el ADN de las células o bien, dirigen
las células a apoptosis. Un hecho alarmante, ademas de la elevada toxicidad de estos
farmacos, es que las células tumorales se vuelven rapidamente resistentes a ellos, o
tolerantes, y es necesario emplear dosis muy altas y mas de tres agentes

quimioterapéuticos en un esquema de tratamiento (Eryilmaz & Canpolat, 2017).
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Todo esto ha llevado a la busqueda de nuevos farmacos naturales o sintéticos
seguros, no téxicos y que no generen efectos a corto y largo plazo, que ayuden a la
recidiva, cura y mejor calidad de vida en los pacientes con cancer. Las investigaciones
se han dirigido en torno a compuestos de origen natural que aparte de ser
antitumorales, tienen otro tipo de efectos que en gran manera ayudarian a disminuir
los efectos primarios del tratamiento del cancer, que aumentarian la respuesta inmune
y que podrian tener propiedades microbicidas y actuar junto con antibiéticos y
quimioterapéuticos en pacientes con cancer. La proteina Lactoferrina (LF), una
proteina clave en la respuesta inmune innata presenta todas estas caracteristicas, y
es por ello uno de las blancas de mayor estudio como posible antitumoral, microbicida,
antioxidante, inmunoregulador, inmunoestimulador etc. (J. Brock, 1980). En la
siguiente seccién, hablaremos de lactoferrina, desde sus generalidades, estructura,

funciones bioldgicas, hasta sus aplicaciones.

D. Lactoferrina (LF)

1. Definicién y Generalidades

Lactoferrina (LF) es una glicoproteina 703 restos de aminoacidos y de
aproximadamente 80-kDa, que pertenece a la familia de las Transferrinas, y por ello
también une hierro (Fe) (Sgrensen & Sgrensen, 1939). La LF es una proteina
multifuncional y es considerada parte de la respuesta inmune no especifica de
mamiferos. Cabe destacar que entre sus mdultiples funciones sobresalen sus
actividades como microbio-estatico, microbicida de amplio espectro, antitumoral y
antioxidante. Ademas, por el hecho de contener Fe se ha postulado como una proteina
de gran valor nutricional (J. H. Brock, 2002; Sanchez, Calvo, & Brock, 1992; Weinberg
& Cook, 2002).
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LF posee mudltiples funciones biologicas, incluyendo la union y liberacion de hierro y
sirve como uno de los componentes importantes del sistema inmune innato, donde
actlia como un potente inhibidor de varios agentes patdgenos mediante la hipoferremia
por infeccidbn (Anderson et al.,, 1987). No sOlo es una glicoproteina altamente
abundante de la leche materna (Anderson et al., 1987; Moore, Anderson, Groom,
Haridas, & Baker, 1997), al ser sintetizada por la glandula mamaria y por las células
del acino, es liberada por la mucosa de los tejidos del tracto respiratorio superior e
inferior, del aparato digestivo y tejidos de las mucosas urogenitales, que a menudo
estan expuestos a la colonizacion por patdgenos microbianos invasivos. Se distribuye
ampliamente en los fluidos biolégicos, tales como la leche, saliva, fluido seminal, en
granulos de los neutréfilos especificos de leucocitos polimorfonucleares, los cuales
participan en la respuesta hacia patbgenos mediando la inflamacién y posteriormente
la liberacion de la apoLF, por lo que aumenta su circulacion en la sangre. También se
puede encontrar LF en la bilis, el jugo pancreatico, pequefias secreciones intestinales
y el moco cervical (Russell, Bobek, Brock, Hajishengallis, & Tenovuo, 2005). Al igual
que la Tf y la ovotransferrina, puede contener Fe (conociéndose, asi como holoLf), o
bien, encontrarse libre de este metal (se le denomina apoLf en este estado) (E. N.
Baker et al., 1991).

2. Origen y Estructura

LF cuenta con una carga neta positiva y pl en el rango de 8,0 a 8,5 (Levay & Viljoen,
1995; Lonnerdal & lyer, 1995). LF se expresa a partir de un gen de 35 kb conservadas
entre diferentes especies de mamiferos (conservacion 65-100%) (Anderson et al.,
1987; E. Baker & Baker, 2005; Baveye, Elass, Mazurier, Spik, & Legrand, 1999; Levay
& Viljoen, 1995). Como se muestraen la Figura 1, LF es una unica cadena polipeptidica
(mondémero), montado en dos globular N- y C-terminales I6bulos simétricos (E. N.
Baker et al., 1994). Cada I6bulo contiene dos dominios, denominados N1y N2, 0 Cly

C2, que encierran una profunda hendidura en la que el sitio de unién del hierro se
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encuentra (Anderson et al., 1987; E. Baker & Baker, 2005; E. N. Baker et al., 1991).
Los dos lobulos estan conectados por una region bisagra, lo que da una flexibilidad
adicional LF (Gutteridge, Paterson, Segal, & Halliwell, 1981). Cada Iébulo se puede
unir un Unico atomo de metal, tales como el Fe 2* o Fe 3* ion, y también el Cu 2*, Zn ?*,
y Mn ?* iones (E. Baker & Baker, 2005; Levay & Viljoen, 1995).

Con los ensayos clinicos exitosos, lactoferrina bovina (bLF) ha demostrado ser una
glicoproteina multifuncional, ganando la atencion como una droga nutracéutica y
biologica, con segura focalizacion de céancer, enfermedades inflamatorias cronicas,

virales y microbianas (Tsuda et al., 2010).

Figura 1. Estructura de Lactoferrina humana recombinante diférrica. Cadenas de
proteinas son de color desde el N-terminal a la (espectral) degradado de color C-

terminal usando un arcoiris (Sun, Baker, Shewry, Jameson, & Baker, 1999).

LF se compone de ~700 aminoacidos con dos I6bulos simétricos formando una sola
cadena polipeptidica. Cada I6ébulo esta mas subdividido en dos dominios que albergan
los sitios de unién de hierro (Ebrahim et al., 2014). En su forma natural, monomérica-
BLF nativa (NM-BLF) es de aproximadamente 6 a 20% saturado con iones Fe 3*
(Kanwar, Mahidhara, & Kanwar, 2012). El papel de bLF en la homeostasis de
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mamiferos hierro, la morfogénesis de 6rganos, y la reduccion de las funciones inmunes
innatas y adaptativas ha resultado en sus aplicaciones potenciales en el campo de la
medicina, junto con su amplio uso como un nutracéutico actual y un suplemento de

alimentos seguros.

3. Lactoferrinay su papel en larespuestainmune

Lactoferrina (LF) es una glicoproteina fijadora de hierro con multiples funciones en el
organismo, como se muestra en la Figura 2. Su participacion en procesos apoptoticos
en células cancerosas, su capacidad para modular diversas reacciones del sistema
inmunitario, y su actividad frente a un amplio espectro de microorganismos patégenos,
incluidos los virus respiratorios, la han convertido en una proteina de amplio interés en
la investigacién y la industria farmacéutica y alimentaria. En esto revision, nos hemos
centrado en describir las funciones mas importantes de la lactoferrina y los posibles
mecanismos de accién que conducen a su funcién. Los mecanismos de interaccion de
la lactoferrina con varios receptores. Estan fuertemente ligados a su conformacion de
glicano; se ha observado que existe una interaccién entre algunos Toll Like Receptors
(TLRs) y LF, mediada por glicanos de la molécula, permitiendo un efecto
inmunomodulador (Figueroa-Lozano et al., 2020; Valk-Weeber, Eshuis-de Ruiter,
Dijkhuizen, & van Leeuwen, 2019). LF también juega un papel en la diferenciacion,
maduracién, activacion, migracion, proliferacién, y funcion de las células que
pertenecen a las células presentadoras de antigenos (APC), como las células B, los
neutrofilos, los monocitos/macrofagos y las células dendriticas (Kruzel, Zimecki, &
Actor, 2017; Dominique Legrand, 2016). Estudios in vitro e in vivo han demostrado que
los macrofagos y las células dendriticas son capaces de unirse a LF a través de su
interaccion con receptores de superficie para LF que inducen su maduracion y, por
tanto, su actividad funcional (Giansanti, Panella, Leboffe, & Antonini, 2016; Hu et al.,

2017; Puddu, Valenti, & Gessani, 2009); ademas, el efecto de LF en la activacion y
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diferenciacion de monocitos/macréfagos ayuda a reducir la produccion de citocinas
pro-inflamatorias.

La LF puede modular de forma positiva 0 negativa a las células del sistema inmune.
La presencia de LF exdgena produce un aumento en la expresion de citocinas con
funciones fundamentalmente pro-inflamatorias como Interferon (IFN)-y, Interleucina
(IL)-1a, IL-6, Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-a y Factor Estimulante de Colonias de
Granulocitos y Macrofagos (GM-CSF), asi mismo provoca el decremento en la
produccion de la citocina anti-inflamatoria IL-10 (Broxmeyer et al., 1987; Guillén et al.,
2002; Machnicki, Zimecki, & Zagulski, 1993). Por otra parte, la Lactoferrina tiene un
efecto anti-inflamatorio ya que produce un aumento en la expresion de citocinas anti-
inflamatorias como IL-4 e IL-10 (Togawa et al., 2002); este efecto lo logra gracias a su
capacidad para unir componentes de la pared celular bacteriana como lipopolisacéarido
(LPS) y a sus receptores celulares (CD14), esto evita el desarrollo de la inflamacion
causado por la liberaciébn de citocinas pro-inflamatorias y especies reactivas de
oxigeno (D. Legrand, Elass, Carpentier, & Mazurier, 2005).

La LF tiene efecto sobre la activacion de las células NK (Shau, Kim, & Golub, 1992),
leucocitos polimorfonucleares y monocitos (Gahr, Speer, Damerau, & Sawatzki, 1991),
también favorece la produccioén del factor estimulador de colonias (Sawatzki & Rich,
1989), incrementa la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (De Sousa,
Breedvelt, Dynesius-Trentham, Trentham, & Lum, 1988), regula la mielopoyesis
(Gentile & Broxmeyer, 1983), entre otras funciones; sin embargo, no existe un
consenso sobre los roles bioldgicos de la lactoferrina (Fujita, Matsuda, Sekine, ligo, &
Tsuda, 2004). En los ultimos afios se ha incrementado el nimero de trabajos que
indican que la LF bovina y humana puede tener efectos benéficos para el tratamiento
del cancer. Estudios con varias lineas de células cancerigenas en modelos animales
han mostrado efectos benéficos (Vogel, 2012; Zhang, Lima, & Rodrigues, 2014). Se
ha utilizado una forma recombinante de lactoferrina humana en ensayos clinicos fase
II'y fase Ill para el tratamiento de cancer de pulmén. En un ensayo clinico controlado
se muestra efectos de LF bovina en el bloqueo de crecimiento de pélipos en colon que

evolucionan a cancer. Existen algunos ensayos clinicos donde se ha administrado
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lactoferrina bovina (bLF) como profilaxis para sepsis tardia en prematuros y para
diarrea en nifios con resultados eficaces y de seguridad (Mohan & Abrams, 2009;
Ochoa, Pezo, Cruz, Chea-Woo, & Cleary, 2012).

Los pacientes con cancer y neutropenia severa secundaria a quimioterapia disminuyen
considerablemente las concentraciones plasmaticas de factores inmunologicos que
participan en la defensa del hospedero, como es el caso de las proteinas defensinas
y lactoferrina. Esto se debe a que el nUmero de neutrdfilos juega un papel determinante
en la secrecion de estas proteinas y en el prondstico de pacientes con algun tipo de
malignidad. En la actualidad, a pesar de tener un conocimiento importante sobre los
factores de riesgo para la colonizacion e infecciones sistémicas por bacterias y hongos,

no hay protocolos bien establecidos para la prevencion de estas complicaciones.

4. Lactoferrina en Leucemia

Lactoferrina no solo tiene las propiedades antes mencionadas, sino que también ha
demostrado tener efectos sobre ciertos tipos de cancer, incluyendo la leucemia. De
todos los pacientes con cancer a nivel mundial, solo aproximadamente el 1%
corresponde a la cifra de cancer infantil. El control de esta enfermedad en nifios es
limitado, como lo son también las investigaciones en profilaxis y terapéutica de estas
enfermedades. La leucemia es el cancer con la mayor prevalencia entre los nifios
(Bhakta et al., 2019). Actualmente, los tratamientos para diferentes tipos de leucemia,
incluida la leucemia mieloide aguda y la leucemia linfoide aguda, mejoran la tasa de
supervivencia en nifos diagnosticados, sin embargo; las consecuencias a largo plazo
pueden manifestarse como enfermedades cardiovasculares que aumentan el riesgo
de muerte (Eryilmaz & Canpolat, 2017; Gibson et al., 2016). En este sentido, una vez
mas, LF podria ser una alternativa que minimice los efectos secundarios en los
pacientes, ya que se demostré que inducir la apoptosis en la leucemia (Lee, Hwang,
Pyo, Hahm, & Choi, 2010; Nakamura-Bencomo et al., 2021). De la misma manera que
LF ha sido probado con éxito para el tratamiento de canceres, principalmente cancer

de mama, tanto LF como derivados bioactivos de LF péptidos se han utilizado con
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éxito en el tratamiento de otros tipos de cancer como leucemia. Ademas, se demostré
que el péptido PRF, un fragmento de hLF, también tiene actividad antitumoral. Este
péptido mostrd induccion de muerte celular en células de leucemia, causando un
efecto necrético. Ademas, el péptido PRF indujo la detencion del ciclo celular GO/GL1.
Otro el péptido de bLF, lactoferricina B, ejerce un potente efecto citotoxico sobre Jurkat
y CCRF-CEM Células T de leucemia. Adicionalmente, puede aumentar la expresion
de caspasa-3, promoviendo Fragmentacion del ADN vy, por tanto, via de apoptosis en
la célula de leucemia HL-60 linea (Gomez Gallego, Pérez Conesa, Bernal Cava,
Periago Castén, & Ros Berruezo, 2009). Estos estudios concuerdan con los nuestros,
donde hemos reportado que también aparte de la bLF y la hLF, los péptidos derivados
de bLF también inducen muerte celular, siendo el péptido LF quimera el que presenta
una mayor actividad (Arredondo-Beltran et al., 2023).

Por todos estos resultados, nos propusimos el siguiente planteamiento del problema
gue se detalla en la pagina posterior al resumen de las actividades biolégicas de la LF

en el organismo humano (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquemética de los efectos de la lactoferrina en el

organismo. (a) Patogénesis no dependiente de las actividades de LF; LF tiene
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implicaciones en el neurodesarrollo y algunas lesiones neurodegenerativas y puede
estar involucrada en la prevencion de enfermedades del corazon debido a su efecto
sobre los niveles de acumulacion de lipoproteinas. Puede ejercer efectos sobre la
actividad metabdlica en diferentes sistemas. (b) Patogénesis dependiente de las
actividades de LF; LF puede promover la producciéon de citoquinas, mejorar la
fagocitosis y estimular la produccion de anticuerpos y varias vias de sefalizacion, en
respuesta a diversas enfermedades como infecciones o cancer. Los posibles sitios de
glicosilacion se muestran en verde (Asn-138, Asn-479 y Asn-624), y el péptido de
lactoferricina se muestra en amarillo (aminoacidos 17-41). El I6bulo N-terminal
(aminoacidos 1-332) se muestra en rosa y el I6bulo C-terminal (aminoacidos 344-703)

Se muestra en gris.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es la segunda causa de menores de 18 afios de edad después de los
accidentes en paises como el nuestro. La problematica es muy clara ante una
enfermedad tan prevalente como lo es el cancer en la poblacion pediatrica, ya que se
presenta en 400,000 pacientes de entre 0 y 19 afos cada afio, siendo la leucemia el
diagndstico mas comun de estas (61% de los diagndsticos de cancer totales). A pesar
de los vastos avances en la terapia contra la leucemia, la alta toxicidad de
guimioterapias y radioterapias en los procesos de induccién y primeras semanas de
exposicion, aunado a las infecciones concomitantes adquiridas por la inmunosupresion
inducida por quimioterapéuticos en pro al tratamiento de leucemia, son la primera
causa de muerte. Es aqui donde surge la necesidad de buscar un tratamiento paralelo
y adyuvante para estimular, fortalecer, o modular el sistema inmunitario en pacientes
inmunosuprimidos como consecuencia de los quimioterapéuticos y estrategias
complementarias utilizadas para combatir la leucemia, que permita restablecer los
niveles de leucocitos sanos, ayudando de manera autonoma y de forma interna a
combatir el cancer y la amenaza contra virus, bacterias y hongos que pasan de ser
una infeccién con un periodo de evolucién de 7 a 10 dias en un paciente sano, a una
enfermedad mortal en un paciente oncologico en tratamiento, en medio de una lucha

por la vida contra el cancer.
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Il. JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfocara en el estudio de la posible actividad
inmunomoduladora de lactoferrina bovina en lineas celulares de leucemia, tanto en la
fagocitosis como en la liberacién de citosinas ante el reto con la bacteria Escherichia
coli. Los motivos que nos llevaron a investigar este tema son porque si bien la ciencia
ha avanzado enormemente con respecto a la comprension sobre la fisiopatologia de
la leucemia y los mecanismos de accion de los quimioterapéuticos adecuados en la
enfermedad, asi como sus estrategias combinadas (cirugia, radioterapia, trasplante de
médula Osea), siguen sosteniendo grandes efectos de toxicidad, problemas con la
recidiva, y consecuencias a largo plazo, disminuyendo las probabilidades de un buen
prondstico para estos pacientes. Tomando en cuenta que la leucemia es el cancer mas
comun en la nifiez, surge la necesidad de atacarla desde otro punto, haciendo uso de
distintas vias e incluso replantear los tratamientos estandarizados contra
enfermedades ya perfectamente conocidas, como son los distintos tipos de leucemias.
Con esto, nace la inmunoterapia. No obstante, con estos farmacos nuevos y aun con
todo lo reportado con respecto a su eficacia y seguridad, siguen siendo altamente
toxicos para el organismo de los nifios tratados, los cuales tienen toda una vida por
delante y se hace necesario el encontrar opciones efectivas y certeras, que no sean
toxicas. Si lactoferrina estimula la fagocitosis de bacterias, asi como también la
liberacién de citocinas, se contara con una nueva estrategia que pudiera por un lado
ser antitumoral y microbicida, y por lo tanto se contara con un efector de la respuesta

inmune innata con potencial para el tratamiento del cancer infantil.
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IV. HIPOTESIS

La lactoferrina bovina y los péptidos interaccionan y modulan la respuesta inmune de

las células Jurkat y RAW ante una infeccion por Escherichia coli.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar si Lactoferrina bovina y péptidos intervienen o modulan la respuesta de las

lineas celulares RAW 264.7 y células Jurkat ante infeccion por Escherichia coli HB101

B. Objetivos particulares

1. Establecer la interaccion de lactoferrina bovina y péptidos derivados con células
Jurkat y células RAW 264.7

2. Evaluar la actividad fagocitica de células RAW 264.7 ante infeccion con cultivos
de Escherichia coli

3. Determinar la concentracion de citocinas proinflamatorias FNT-a, IL-6 e IL-12
en células Jurkat, tratadas con lactoferrina bovina ante infeccion con cultivos de
Escherichia coli

4. Establecer la concentracion de la citocina antiinflamatoria IL-4 en células Jurkat,

tratadas con lactoferrina bovina ante infeccion con cultivos de Escherichia coli
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. Lactoferrina bovinay péptidos derivados

LF bovina (bLF), aproximadamente 20% de saturacion de hierro, se adquirié de Abial
Biotech (Espafia). La contaminacion por LPS y la concentracion de hierro se evaluaron
antes de ser utilizados (Cutone et al., 2014). Los peptidos derivados de bLF (LFcina
17-20, LFampina 265-285 y LF quimera acoplados a fluorescencia) se recibieron por
donacion del Dr. Bolscher, del Departamento de Bioquimica oral de la Universidad de
Amsterdam, en Holanda. Las lineas celulares y medios, suero y antibidticos utilizados
en este trabajo se adquirieron de la casa comercial American Type Culture Collection
(ATCC).

B. Reactivos

El material e insumos de laboratorio de obtuvieron de la casa comercial Sigma Aldrich,
medios de la American Type Culture Collection (ATCC), a menos que otra cosa sea
indicada en casa caso.

C. Establecimiento y tratamiento de las lineas celulares Jurkat y Raw

Una vez adaptados los diferentes tipos celulares durante 24 h, posteriormente se
realizaron los experimentos para determinar si bLF ejercia efectos sobre las células.
Este reto consisti6 en incubar a las células (1x10%) en medio RPMI-1640 sin
antibiéticos mas 1 uM de bLF en camaras de cultivo. Como control, se establecieron
células sin tratar, y todas las muestras se incubaron durante 48 h. Las células se
mantuvieron a 37 °C a una atm de 5% de COz. Tras las h de estandarizacion, y verificar
gue en esta concentracion no habia efecto citotoxico, se procesaron las muestras de

acuerdo a la metodologia que se explica a continuacion.
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D. Ensayo de endocitosis

Para el ensayo de endocitosis se establecid previamente el cultivo celular a una
concentracion de 1x10° células/mL. Para ello, se deposité esta concentracion de
células en cada pozo de la camara de cultivo en medio RPMIy se afadieron
los péptidos (LFcina, LFampina y LF quimera, acoplados a FITC) a las
concentraciones de 1 pM durante 30 min a 37°C en una incubadora de CO..
Posteriormente, se centrifug6 2 veces en PBS durante 5 min/2,500 rpm. Después de
esto, se afiadié medio nuevo y se agregoé para-formaldehido al 4% durante 1 h a 37°C.
Se centrifugdé 2 veces en PBS durante 5 min/2,500 rpm para células Jurkat, para
células RAW 264.7 se realizaron 2 lavados con 300 ul de PBS). Finalmente se deposito
en portaobjetos de 8 pozos y procesar para microscopia de fluorescencia.

Alternativamente, se realizaron el ensayo de internalizacion de LF, para
inmunofluroescencia indirecta. Se establecieron los cultivos celulares, los cuales se
depositaron en medio de cultivo adecuado y se agreg6 bLF a la concentracion antes
mencionada durante 30 min a 37°C, a 5 atm de COz. Posteriormente, se centrifug6 2
veces para el lavado en PBS durante 5 min/2,500 rpm para células Jurkat, y para
células RAW 264.7 se realizaron 2 lavados con 300 pl de PBS. Después, se
depositaron en medio nuevo y se agreg6 para-formaldehido al 4% durante 1 h a 37°C.
Posteriormente se centrifugaron 2 veces en PBS durante 5 min/2,500 rpm para células
Jurkat y para células RAW 264.7 se realizaron 2 lavados con 300 ul de PBS. Después
se depositaron en medio nuevo, y se agrego Tritdn X-100 al 0.05 % durante 10 min en
incubadora para permeabilizar las células. Después de esto, las muestras se
centrifugaron 2 veces en PBS durante 5 min/2,500 rpm para células Jurkat y para
células RAW 264.7 se realizaron 2 lavados con 300 ul de PBS. Se agreg6é medio nuevo
y 1 ul anticuerpo primario anti-lactoferrina (1:100 de Ab anti-LF hecho en conejo) y se
deposito en incubadora durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se centrifugaron 2 veces
en PBS durante 5 min/2,500 rpm para células Jurkat y para células RAW 264.7 se
realizaron 2 lavados con 300 pl de PBS. Se agregdé medio nuevo y 1 pl de anticuerpo
secundario (1:1000 de Ab anti-conejo hecho en cabra acoplado a Rodamina marca
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Zymed) y se depositd en agitacion suave durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se
centrifugaron 2 veces en PBS durante 5 min/2,500 rpm para células Jurkat y para
células RAW 264.7 se realizaron 2 lavados con 300 pl de PBS. Finalmente, las
muestras se depositaron en portaobjetos y se sellaron con gelvatol, para
posteriormente analizarse y fotodocumentarse bajo microscopia de fluorescencia
usando el software Leica Application Suite 3.6 en el microscopio LEICA DM1000

(Heilderberg, Alemania).

E. Ensayo de actividad fagocitica de Monocitos (Células RAW).

Los ensayos se realizaron en placas de cultivo Costar de 96 pozos, se trabajo con una
densidad de 1 x 10° células para cada tratamiento. Para determinar un posible
aumento de la actividad fagocitica en los leucocitos tratados y no tratados con LFb, se
procedio a realizar un ensayo de actividad fagocitica frente a la bacteria Escherichia
coli. Los ensayos de infeccion con la bacteria E. coli se realizaron de la siguiente
manera: previo al proceso de infeccidon se realizé el marcaje de la bacteria con el
fluoréforo rodamina (TRITC) para evaluar la actividad de fagocitosis. Para esto, se
adicionaron 1 pyL de rodamia a una suspension bacteriana de 1X108 UFC/ml y se
mezcld en shaker a 250 RPM a 37°C, durante 30 min. Posteriormente, se realizaron 3
lavados con PBS 1X, con centrifugaciones de 13.000 RPM durante 5 minutos, se
descarto el sobrenadante y la pastilla se resuspendi6é en 1.5 mL de PBS 1X. Después
de esto, con la solucion final que contenia la bacteria, se reconstituy6 finalmente con
medio RPMI sin antibidtico para efectuar la infeccion de los macrofagos presentes en
las muestras. Para estos ensayos, se evaluaron y ajustaran diversas concentraciones
bacterianas (MOI), asi como diferentes intervalos de tiempo de fagocitosis que variaron
de 2 hasta 24 h y con multiplicidades de infeccion de 1:1, 1:10, 1:20, 1:40 en las placas
de cultivo de 24 pocillos incubadas a 37°C con 5% de COZ2. Después de 6 h, las
muestras se procesaron, a fin de visualizar y cuantificar la fluorescencia de las células

debidas a las bacterias fagocitadas, en cada uno de los tratamientos, para ello, las
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muestras se depositaron en portaobjetos y se sellaron con gelvatol, para
posteriormente analizarse y fotodocumentarse bajo microscopia de fluorescencia
usando el software Leica Application Suite 3.6 en el microscopio LEICA DM1000

(Heilderberg, Alemania).

F. Determinacion de la concentracion de las citocinas

La concentracién de las citocinas FNT-q, IL-6, IL-2, e IL4, se determind por medio de
kits comerciales de ELISA (Biosource, Vancouever CA), en los sobrenadantes de los
cultivos tratados y no tratados como anteriormente se indicd6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Al finalizar, los resultados se graficaron y se comparo el
nivel de cada una con muestras tratadas con bLF, a fin de establecer alguna diferencia

significativa en las muestras analizadas.

G. Anaélisis estadistico

Los experimentos se realizaron por duplicado, para evaluar la significancia estadistica
de los resultados se aplico la prueba ANOVA, los resultados seran estadisticamente

significativos con un valor de P <0.05.
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VIl.  RESULTADOS

A. Lactoferrina bovina y los péptidos interaccionan con componentes de

membrana de la linea celular de macrofagos RAW 264.7

Primeramente, se corrobord la interaccién de bLF y los péptidos con las células RAW
264.7. Para ello se realiz6 un ensayo de fluorescencia directa utilizando los péptidos
acoplados a fluorescencia (FITC, exhibe fluorescencia en color verde) (Figura 3).
Como se puede apreciar en la Figura 3, LFcina 17-30 (Panel f), LFampina 265-284
(Panel g) y LF quimera (Panel h), interaccionan con la membrana de las células RAW
264.7, ya que exhiben el color verde caracteristico, una vez que se observaron al
microscopio de fluorescencia, teniendo como referencia las células observadas en
microscopia de luz (Paneles b, c y d), mientras que los controles: el panel a, muestra
el cultivo de células sin tratamiento y el panel e muestra la fluorescencia basal de las
células (sin color verde). Esto nos permite apreciar y concluir que los péptidos
derivados de la bLF interactian con componentes presentes en la linea celular RAW
264.7. Por otro lado, en el caso de bLF (Figura 4) se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta, lactoferrina fue inmunodetectada en las células RAW
264.7 por el anticuerpo anti-LF y este a su vez se inmuno-detectd utilizando un
anticuerpo secundario acoplado a tetra-metil-Rodamina (TRITC), el cual fluoresce en
color rojo (Panel j), mientras que el control de células en campo claro se visualiza en
el panel e. En el caso de los otros paneles corresponde a los controles (a-d campo
claroy f-i). Estos hallazgos nos indican que tanto la LF como los péptidos interaccionan

con componentes de células RAW 264.7.
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Figura 3. Lactoferricina 17-30-FITC, Lactoferrampina 265-284-FITC y Lactoferrina
quimera-FITC interaccionan con células RAW 264.7. Cultivos de células RAW 264.7
(1X10°) se colocaron en cAmaras de cultivo de 8 pozos con medio RPMI. Posteriormente, las
células se incubaron con p-formaldehido al 4% durante 30 min a 37°C y 5 atm de CO..
Después, las células se lavaron 5 veces con PBS y se incubaron nuevamente en medio de
cultivo (a) conteniendo 1 uM de LFcina 17-30-FITC (b), LFampina 265-284-FITC (c), y LF
quimera-FITC (d), durante 1 h, a 37°C y 5 atm de CO.. Después de este tiempo, las células se
lavaron nuevamente como antes se menciond. Después de aplicar lavados, las muestras se
sellaron con gelvatol para posteriormente analizarse y fotodocumentarse bajo microscopia de
fluorescencia usando el software Leica Application Suite 3.6 en el microscopio LEICA DM1000
(Heilderberg, Alemania). Los paneles superiores corresponden a analisis en campo claro (a-
d), mientras que las imagenes inferiores corresponden a analisis con fluorescencia (e-h). Barra
20 uM.

48



LFb + Ac Primario + Ac
Sin Tratamiento Ac Secundario Ac Primario LFb Secundario

()
[
o
(9]
Q.
@

osep odwe)

;o

§ 5 y B < S
/ e X
W AN N TR :

Figura 4. Lactoferrina bovina interacciona con células RAW 264.7. Cultivos de

Células RAW 264.7
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células RAW 264.7 (1X10°) se colocaron en pozos de camaras de cultivo de ocho pozos en
medio RPMI. Posteriormente, las células se incubaron con p-formaldehido al 4% durante 30
min a 37°C y 5 atm de CO.. Después, las células se lavaron 5 veces con PBS y se incubaron
nuevamente en medio de cultivo (a), conteniendo 1 uM de Lactoferrina durante 1 h, (b-e) a
37°Cy 5 atm de CO,. Después de este tiempo, las células se lavaron nuevamente como antes
y se agreg0 un anticuerpo anti-LF realizado en conejo (1:500) (paneles c y €) y nuevamente
se incubé como antes se menciond. Después, se utilizé un anticuerpo anti-conejo realizado en
oveja (1:1000) acoplado TRITC (paneles d y e). Nuevamente se lavaron las muestras y se
sellaron con gelvatol para posteriormente analizarse y fotodocumentarse bajo microscopia de
fluorescencia usando el software Leica Application Suite 3.6 en el microscopio LEICA DM1000
(Heilderberg, Alemania). Los paneles superiores corresponden a analisis en campo claro (a-
e), mientras que las imagenes inferiores (f-j) corresponden a analisis con fluorescencia. Barra
20 pM.
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B. Lactoferrina bovina y los péptidos interaccionan con componentes de

membrana de células Jurkat

Posteriormente, se corrobord la interaccion de la lactoferrina y los péptidos con las
células Jurkat. Para ello primeramente se realizé un ensayo de fluorescencia directa
utilizando los péptidos acoplados a fluorescencia (FITC, exhibe fluorescencia en color
verde) (Figura 5), en cultivos de células Jurkat con las condiciones indicadas en
materiales y métodos.

Como se puede apreciar en la Figura 5, LFcina 17-30-FITC (Panel f), LFampina 265-
284-FITC (Panel g) y LF quimera-FITC (h), interaccionan con la membrana de las
células Jurkat, ya que exhiben el color verde caracteristico una vez que se observaron
al microscopio de fluorescencia, teniendo como referencia las células observadas en
microscopia de luz (Paneles b, c y d), mientras que los controles: el panel a, muestra
el cultivo de células Jurkat sin tratamiento con péptidos, y el panel e muestra la
fluorescencia basal de las células Jurkat (sin color verde). Esto nos permite concluir
que los péptidos derivados de la bLF interactan con componentes de membrana
presentes en la linea celular Jurkat.

Por otro lado, en el caso de la bLF (Figura 6) se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta, donde la lactoferrina fue detectada en las células Jurkat
por el anticuerpo anti-LF y se inmuno-detecté utilizando un anticuerpo secundario
acoplado a Tetra-Metil-Rodamina (TRITC), el cual fluoresce en color rojo (Panel j),
mientras que el control de células en campo claro se visualiza en el panel e. En el caso
de los otros paneles corresponde a los controles. Estos hallazgos nos indican que tanto

la LF como los péptidos interaccionan con componentes de células Jurkat.
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Figura 5. Lactoferricina 17-30-FITC, Lactoferrampina 265-284-FITC y Lactoferrina
quimera-FITC interaccionan con células Jurkat. Cultivos de células Jurkat (1X10°) se
colocaron en pozos de camaras de cultivo en medio RPMI. Posteriormente, las células se
incubaron con p-formaldehido al 4% durante 30 min a 37°C y 5 atm de CO,. Después, las
células se lavaron 5 veces con PBS y se incubaron nuevamente en medio de cultivo (a)
conteniendo 1 uM de LFcina 17-30-FITC (b), LFampina 265-284-FITC (c), y LF quimera-FITC
(d), durante 1 h a 37°C y 5 atm de CO2. Después de este tiempo, las células se lavaron
nuevamente como antes se menciond. Las muestras se lavaron y se sellaron con gelvatol para
posteriormente analizarse y fotodocumentarse bajo microscopia de fluorescencia usando el
software Leica Application Suite 3.6 en el microscopio LEICA DM1000 (Heilderberg,
Alemania). Los paneles superiores (a-d) corresponden a analisis en campo claro, mientras que

las imagenes inferiores (e-h) corresponden a analisis con fluorescencia. Barra 20 uM.
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Figura 6. Lactoferrina interacciona con células Jurkat. Cultivos de células Jurkat
(1X10°%) se colocaron en pozos de camaras de cultivo de ocho pozos en medio RPMIL.
Posteriormente, las células se incubaron con p-formaldehido al 4% durante 30 mina 37°Cy 5
atm de CO.. Después, las células se lavaron 5 veces con PBS y se incubaron nuevamente en
medio de cultivo (a) conteniendo 1 uM de Lactoferrina durante 1 h (b-f), a 37°C y 5 atm de
CO.. Después de este tiempo, las células se lavaron nuevamente como antes y se agreg6 un
anticuerpo anti-LF realizado en conejo (1:500) (paneles c, e, h, j) y nuevamente se incub6
como antes se menciond. Después, se utilizé un anticuerpo anti-conejo realizado en oveja
(1:1000) acoplado TRITC (paneles b, e, g, j). Nuevamente se lavaron las muestras y se
sellaron con gelvatol para posteriormente analizarse y fotodocumentarse bajo microscopia de
fluorescencia usando el software Leica Application Suite 3.6 en el microscopio LEICA DM1000
(Heilderberg, Alemania). Los paneles superiores corresponden a analisis en campo claro (a-
e), mientras que las imagenes inferiores (f-j) corresponden a analisis con fluorescencia. Barra
20 uM.
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C. Lactoferrina bovina activa la fagocitosis de Escherichia coli HB101 acoplada
a TRITC en las células RAW 264.7.

Una vez establecida la interaccién entre las lineas celulares de RAW 264.7 y Jurkat,
el siguiente paso fue corroborar la participacion de bLF en la estimulacion o activacion
de la fagocitosis de E. coli por las células RAW 264.7. Previo al reto con la bacteria,
los cultivos de células RAW se trataron con bLF. Posteriormente, el reto o infeccion se
realizo a través de la adicion de UFC de E. coli HB 101 en células RAW 264.7. Se
consider6 ideal elegir especificamente la linea celular de RAW 264.7 por ser
macrofagos aislados de leucemia linfocitica aguda inducida en ratones, lo que las
convierte en el mejor modelo de estudio.

En los resultados se aprecia en la Figura 7, que el tiempo de incubacién de 2 h en
aguellas células pre-tratadas y posteriormente infectadas con E. coli HB 101 se
observa mayor fagocitosis (Figura 3 panel g: 2 h, panel h: 6, y panel i: 24 h), indicado
por el aumento de la intensidad de fluorescencia debida a TRITC en color rojo, a
diferencia de los controles sin tratamiento previo con bLF (panel d), cuya actividad
fagocitica (relacionada a la intensidad de fluorescencia por bacterias fagocitadas) por
parte de las células aumenta, s6lo a medida que aumente el tiempo de interaccion con
E. coli HB101 (panel d-f, aumento en la intensidad de fluorescencia del color rojo, se
observa mayor IF a las 24 h). Estos resultados nos sugieren que bLF activa a los
macrofagos RAW, ya que en las células no tratadas no se observé el mismo

comportamiento.
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Figura 7. Lactoferrina bovina activa la fagocitosis de Escherichia coli HB101-
TRITC en macréfagos RAW 264.7. Cultivos de células RAW (1X10°) se depositaron en
camaras de cultivo de 8 pozos en medio RPMI. Una vez establecidos, se afiadié medio nuevo
(paneles a, b y c) y en algunos casos se adicioné LF (paneles d, e y f). Después de esto, la
camara de cultivo se incubé nuevamente durante 24 h a 37°C y 5 atm de CO.. Posteriormente,
las muestras se incubaron con 1X10* UFC/ml de Escherichia coli, previamente tefiida con
TRITC, durante 2 h (ayd), 6 h(bye)y 24 h (cyf). Las muestras se fijaron y procesaron en

gelvatol, y se analizaron mediante microscopia de Luz y de fluorescencia, en un microscopio

LEICA DM 1000.
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D. Lactoferrina modula la liberacion de citocinas en células Jurkat

Una vez demostrado que lactoferrina y los péptidos interaccionaban con las células
RAW y Jurkat, y que LF estimula la fagocitosis de bacterias en macréfagos RAW, lo
siguiente consistio en establecer si tenia algun efecto en la produccién de citocinas por
parte de las células Jurkat, ante un estimulo por infeccion o reto con la bacteria

Escherichia coli.

Para ello, se realizaron ensayos mediante la técnica de ELISA para la determinacién
de la concentracion de citocinas en cultivos de células Jurkat. Tras estandarizar el
ensayo de fagocitosis mencionados anteriormente, se determiné la concentracién de
las citocinas pro y anti-inflamatorias producidas por los cultivos bajo diferentes
tratamientos, para imitar in vitro procesos infecciosos que pueden extrapolarse a
procesos in vivo. Por tanto, se determind la concentracion de las citocinas pro-
inflamatorias: FNT-a (Figura 8), IL-6 (Figura 9), y la IL-12 (Figura 10); y la citocina anti-
inflamatoria: IL-4 (Figura 11), liberadas por los cultivos en las diferentes condiciones.

En las siguientes figuras, se observa la produccion de citocinas cuantificadas mediante
ensayo comercial de ELISA, donde los resultados corresponden a lo siguiente: la
liberacion de citocinas en sobrenadantes de cultivo de células Jurkat (liberacion basal),
pretratadas con BLF, incubadas solamente con Escherichia coli, y finalmente
sobrenadantes de cultivos pretratados con bLF, y afiadiento Escherichia coli. Todas
estas determinaciones se realizaron después de 1 (panel b, 24 panel cy 48 h panel d
(Figuras 8-11). En estas Figuras el panel a se puede apreciar el resumen de la citocina.

En la Figura 8, que corresponde a FNT-a en las diferentes condiciones, lo que se
encontro fue lo siguiente. En los resultados se puede apreciar el valor de FNT-a en el
cultivo, lo que considerariamos como concentracion basal, se ve aproximadamente un
valor similar en los diferentes tiempos de tratamiento, no hubo variacién. Lo que
corresponde al tratamiento de las células Jurkat con bLF, este es un poco mas alto
con respecto a la concentracion basal, pero no hay variacion con respecto al tiempo.

En el caso de cultivos incubados con la bacteria, la liberacién de la citocina incremento
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considerablemente, no obstante; en las células pretratadas con bLF e incubadas con
las bacterias, se puede apreciar que el hecho de que se haya preincubado el cultivo

con esta proteina tiende a disminuir la liberacion de esta.

En el caso de la IL-6 (Figura 9), es un comportamiento similar, la concentracion de esta
aumenta una vez que a los cultivos se les aflade la bacteria, sin embargo, tiende a
disminuir en aquellos cultivos que se les tratd con bLF. Para el caso de la IL-12 (Figura
10), de igual manera lo relevante es el aumento de la concentracion de esta citocina,
y la modulacion o disminucion de esta liberacion de IL-12 cuando las células Jurkat se

pretrataron con bLF.
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Figura 8. Lactoferrina promueve la secrecién de Factor de necrosis tumoral alfa

(FNT-a) en células Jurkat incubadas con Escherichia coli HB101. Cultivos de células
Jurkat (1X108), se depositaron en camaras de cultivo con RPMI. Posteriormente, en series de
experimentos a las células se les pretraté con LFb a una concentracion de 1 uM durante 1,24y 48 hy
se incubaron en las condiciones adecuadas antes mencionadas. Posteriormente, las células se
incubaron con Esherichia coli durante 2 (panel b), 6 (panel ¢) y 24 (panel d) h, a 5 atm de CO.. Las
células Jurkat en medio de cultivo indican la liberaciéon basal de FNT-a y las células con LF la liberacion
de esta interleucina en presencia de bLF (pero sin reto con la bacteria), mientras que las células
incubadas con E. coli es la liberacién de FNT-a (pero sin la actividad inmunomoduladora de LFb). Al
terminar cada uno de los tiempos, los sobrenadantes se recuperaron y congelaron, para posteriormente
determinar la concentracion de FNT-a por la técnica de ELISA como se indicé en la seccién de
materiales y métodos. Los experimentos se realizaron 2 veces por duplicado y se muestra la media y
desviacion estandar, asi como la significancia estadistica. En el panel a se puede resumir el
comportamiento del FNT-a en cada una de las condiciones. ANOVA de medidas repetitivas
unidireccionales; Todos los procedimientos de comparacién multiple por pares (prueba de Tukey).* 6 1
<0,05 como estadisticamente significativo ** 6 >++ <0,01 como estadisticamente significativo
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a Produccién de Interleucina 6 (IL-6) en células Jurkat b
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Lactoferrina bovina y sin tratamiento.
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Figura 9. Liberacién de IL-6 en células Jurkat pretratadas con Lactoferrinabovina
en presencia de Escherichia coli HB101. Cultivos de células Jurkat (1X106), se depositaron
en cadmaras de cultivo con RPMI. Posteriormente, en series de experimentos a las células se les pretratd
con bLF a una concentracién de 1 uM durante 1, 24y 48 h y se incubaron en las condiciones adecuadas
antes mencionadas. Posteriormente, las células se incubaron con Esherichia coli durante 2 (panel b), 6
(panel ¢) y 24 (panel d) h, a 5 atm de CO.. Las células Jurkat en medio de cultivo indican la liberacion
basal de IL-6 y las células con LF la liberacién de esta interleucina en presencia de bLF (pero sin reto
con la bacteria), mientras que las células incubadas con E. coli es la liberacion de IL-6 (pero sin la
actividad inmunomoduladora de bLF). Al terminar cada uno de los tiempos, los sobrenadantes se
recuperaron y congelaron, para posteriormente determinar la concentracion de IL-6. En el panel a se
incluye un resumen con los datos mas representativos. Los experimentos se realizaron por duplicado.
ANOVA de medidas repetitivas unidireccionales; Todos los procedimientos de comparacién multiple por

pares (prueba de Tukey).* 6 + <0,05 como estadisticamente significativo.** 6 >++ <0,01 como
estadisticamente significativo.
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a Produccién de Interleucina 12 (IL-12) en células Jurkat b
infectadas con E. coli HB101 pre-tratadas con
Lactoferrina bovina y sin tratamiento.

Infeccion por E. coli durante 2 horas
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Figura 10. Produccién de IL-12 en células Jurkat pretratadas con Lactoferrina
bovina ante la presencia de Escherichia coli HB101. Cultivos de células Jurkat (1X106),

se depositaron en camaras de cultivo con RPMI. Posteriormente, en series de experimentos a las células
se les pretraté con LFb a una concentracién de 1 uM durante 1, 24 y 48 h y se incubaron en las
condiciones adecuadas antes mencionadas. Posteriormente, las células se incubaron con Escherichia
coli durante 2 (panel a), 6 (panel b) y 24 (panel c) h, a 5 atm de CO.. Las células Jurkat en medio de
cultivo indican la liberacién basal de FNT-a y las células con LF la liberacion de esta interleucina en
presencia de bLF (pero sin reto con la bacteria), mientras que las células incubadas con E. coli es la
liberacion de IL-12 (pero sin la actividad inmunomoduladora de LFb). Al terminar cada uno de los
tiempos, los sobrenadantes se recuperaron y congelaron, para posteriormente determinar la
concentracion de IL-12 por la técnica de ELISA como se indic6 en la seccién de materiales y métodos.
Los experimentos se realizaron 2 veces por duplicado y se muestra la media y desviacion estandar, asi
como la significancia estadistica. ANOVA de medidas repetitivas unidireccionales; Todos los
procedimientos de comparacion multiple por pares (método de Holm-Sidak) y todos los procedimientos
de comparacion multiple por pares (prueba de Tukey).* 6 + <0,05 como estadisticamente significativo**

0 >++ <0,01 como estadisticamente significativo
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En la Figura 10 se observa la concentracion detectada de interleucina 12 determinada
mediante el ensayo de ELISA durante la infeccion con E. coli HB101, observandose
una reduccion significativa en todos los tiempos de pre-tratamiento con bLF, asi como
todos los tiempos de infeccidn. Sin embargo, el resultado mas destacado se mostro en
el tratamiento de las células con infeccion con E. coli HB101 durante 2y 6 h, mostrando
la mayor concentracion de interleucina 12 por parte E. coli HB101 en células no
tratadas, mientras que las células pre-tratadas durante 48 h fueron las que mostraron
menor concentraciéon de interleucina 12 en comparaciéon con las células no tratadas,
en todos los tiempos de infeccidén con E. coli HB101 (2, 6 y 24 h). Para el caso de la
IL-4 (Figura 11), esta citocina anti-infamatoria mantiene una concentracion basal
constante, que aumenta al afiadir la bacteria, pero que se incrementa cuando los
cultivos se trataron previamente con bLF. En la Figura 12, se puede apreciar un

resumen sobre la modulacion de las citosinas por parte de bLF.

60



Produccion de Interleucina 4 (IL-4) en células Jurkat s ;
a infectadas con E. coli HBT01 pre-tratadas con b Infeccion por E. coli durante 2 horas

Lactoferrina bovina y sin tratamiento. —urkat
y 250 IL-4 == LFb+ Jurkat
Tratamiento  Tiempo Infeccién con Sin infeccién con B E coli + Jurkat
370 E coliHB 101  E coliHB 101 = Ecoli + LFa+ Jurkat
(Horas) 200
ry
LFb 1 + - _g
o
24 -+ - £ 150
0w
48 e+ttt - ol
g 100 *
= .
Medio de 1 ++ - o *
cultivo 24 - _ . * * *
I ] I H I
48 + -
A || [N -1
1 24

1<0.05 como estadisticamente significativo 48

Horas
Pre-tratamiento

[ Infeccion por E. coli durante 6 horas Infeccion por E. coli durante 24 horas
- m— Jurkat
20 IL-4 =frisy IL-4  [mme
. E coli +lurkat 250 4 =3 LFb+ Jurkat
1 E. coli +LFb+ Jurkat B E. coli + Jurkat
[ E coli + LFb + Jurkat

200 1 200
-5 —
£ = *
‘o 1501 o 150
L= =
0 " *
g * * 8 *
‘o 100 ‘S 4
8 * * * * .§ 100
© o

50 - 50

0 ]
1 24 48 1 24 48
Horas Horas
Pre-tratamiento Pre-tratamiento

Figura 11. Concentracion de IL-4 en presencia de Escherichia coli HB101 y

lactoferrina bovina. Cultivos de células Jurkat (1X108), se depositaron en camaras de cultivo con
RPMI. Posteriormente, en series de experimentos a las células se les pre-traté con LFb a una
concentracién de 1 uM durante 1, 24 y 48 h y se incubaron en las condiciones adecuadas antes
mencionadas. Posteriormente, las células se incubaron con Esherichia coli HB 101 durante 2 (panel a),
6 (panel b) y 24 (panel c) h; a 5 atm de CO.. Las células Jurkat en medio de cultivo indican la liberacion
basal de FNT-a y las células con LF la liberacién de esta interleucina en presencia de LFB (pero sin reto
con la bacteria), mientras que las células incubadas con E. coli es la liberacion de FNT-a (pero sin la
actividad inmunomoduladora de LFb). Al terminar cada uno de los tiempos, los sobrenadantes se
recuperaron y congelaron, para posteriormente determinar la concentracion de FNT-a por la técnica de
ELISA como se indicé en la seccién de materiales y métodos. Los experimentos se realizaron 2 veces
por duplicado y se muestra la media y desviacion estandar, asi como la significancia estadistica. ANOVA
de medidas repetitivas unidireccionales; Todos los procedimientos de comparacién multiple por pares
(prueba de Tukey).* 6 1 <0,05 como estadisticamente significativo ** 6 >++ <0,01 como estadisticamente

significativa.
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Comparacion de produccion de citocinas en células Jurkat infectadas con E.

coli HB101 pre-tratadas con lactoferrina bovina y sin tratamiento.

Citocina Tratamiento Tiempo Infeccién con Sin infeccion con
37° E. coliHB 101 E. coliHB 107
(Horas)

FNT-a LFb 1 e+ -
24 +++ -
48 ++ =
Medio de 1 +++++ -
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Figura 12. Resumen de los datos mas representativos sobre la inmunomodulaciéon de

citocinas en células pretratadas de LF.
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VIIl. DISCUSION

El cancer ha significado desde el inicio de los tiempos en que los romanos y griegos lo
definieron como “karkinos”y comenzaron a documentar con tanto detalle los tumores
malignos que se asociaban especificamente a cada érgano. A pesar de ser un conjunto
de enfermedades documentadas desde hace siglos, hasta el dia de hoy, es uno de los
mas grandes retos cuando se trata de devolver la salud al paciente (Papavramidou,
Papavramidis, & Demetriou, 2010).

Pareciere que se le ha asociado con una enfermedad moderna, sin embargo; con este
panorama que nos brinda el punto de vista de la biologia celular, el cuerpo y el cancer
son inherentes a si mismos, y de la misma forma sostienen una relacion simbidtica
(Atun et al., 2020). Es por ello que se contindan los esfuerzos por entenderla y tratar,
considerando la importancia que predomina en torno al tema, por su alta prevalencia.
A febrero del 2022, la OMS atribuyé mas de 10 millones de defunciones, casi 1 de
cada 6 muertes registradas en el mundo. Tan sélo en el en el 2020, causoé 1,4 millones
de muertes, un 47% de ellas en personas de 69 afios de edad o mas jovenes (INEGI,
2021). En México también representa una de las principales causas de muerte. En
pacientes pediatricos, es la segunda causa de muerte tan solo después de los
accidentes. Considerando que es la segunda causa de muerte en pacientes
pediatricos, comprendemos su importancia, y el foco de atencion que merecen los
tipos de cancer mas prevalentes en esta poblacion: aquellos de tejidos linfoides,
hematopoyéticos o tejidos relacionados. La leucemia linfoide representa el 61% de los
casos totales de estos tipos de cancer en esta poblacion (CENSIA, 2023; INEGI, 2021).
Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a la investigacion de la LF y sus peptidos
derivados, donde se ha demostrado que estos tienen actividad microbicida de amplio
espectro, que disgrega biofilms e inhibe la formacién de ellos y que actia en
sinergismo para realizar estas actividades con antibiéticos a los cuales los microbios
se han hecho resistentes (Flores-Villasenor et al., 2010; Flores-Villasenor et al., 2012;
Leon-Sicairos et al., 2009; Leon-Sicairos & Picos, 2010). Entre los microorganismos

patdogenos que hemos estudiado se incluyen aislados clinicos causantes de
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infecciones nosocomiales tales de Staphylococcus aureus resistente a Metilcilina,
Streptococcus pneumoniae MDR (Angulo-Zamudio et al., 2019; Flores-Villasenor et
al., 2010), hongos causantes de mucormicosis, especies de Candida albicans y no
albicans resistentes a los azoles, parasitos tales como Entamoeba histolytica, Giardia
intestinalis y Trichomonas vaginalis (Manuscritos en preparacion) y hemos
demostrado la induccion de apoptosis en células aisladas de lavados nazofaringeos
de nifios con metapneumovirus y virus sincitial respiratorio (Datos sin publicar).

Por otro lado, hemos demostrado la actividad antitumoral y sinergismo de la
lactoferrina y péptidos con algunos de los quimioterapéuticos en lineas celulares
derivadas de cancer endometrial, cervicouterino, higado y leucemia (Arredondo-
Beltran et al., 2023; Ramirez-Sanchez et al., 2021). EI mecanismo tanto para la
actividad antitumoral como para la actividad microbicida depende en gran medida de
la capacidad de LF y los péptidos para poder interactuar con componentes de
membrana (Cutone et al., 2020). En neonatos y pacientes con cancer se pudo
constatar que la concentracion de LF es baja, y esta baja concentracion se asocia a
mayor riesgo para la adquisicibn de infecciones nosocomiales en este tipo de
pacientes (Jesus J Martinez-Garcia et al., 2020).

En este trabajo, partimos de la idea de que las diferentes actividades biolégicas de la
LF pueden ayudar al paciente bajo tratamientos con quimioterapéuticos, que también
reciben antibioterapia como manejo profilactico y que pueden estar en entornos
hospitalarios. Sin embargo, como no se ha demostrado anteriormente, primero
realizamos los experimentos in vitro. El objetivo fue demostrar que lactoferrina y
péptidos de alguna manera modulan la respuesta inmune de leucocitos hacia
patogenos. Por lo tanto, el primer ensayo consistio en determinar sila LF y los peptidos
si se unen a las células Jurkat y RAW.

Se ha reportado la participacion directa apoptética sobre células de leucemia/linfoma
(Jurkat, THP-1, Raji, K562, CCRF-CEM), asi como la evaluacion previa de los niveles
de lactoferrina en sepsis, en donde se ha correlacionado un aumenta de esta los

primeros 15 dias de evolucion, estando fuertemente asociado a procesos de
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inflamacion (Arredondo-Beltran et al., 2023; Leon-Sicairos et al., 2009; Ledn-Sicairos
& Picos, 2010; Ramirez-Sanchez et al., 2021)

En ambas lineas celulares (Jurkat y RAW) se observo una interaccion positiva, sobre
componentes de membrana, sin embargo, en otros experimentos también se ha
observado la endocitosis de bLF sino también de sus péptidos derivados: lactoferricina,
lactoferrampina y lactoferrina quimera. En la literatura se ha encontrado que
lactoferrina no solo interactia con diversas lineas celulares de manera directa, sino
gue participa directamente sobre receptores como los tipo Toll, e incluso no solo se
endocita en la célula sino que también funciona como factor de transcripcion
interactuando directamente con el nucleo (Dhennin-Duthille et al., 2000; Drago-
Serrano et al., 2008), y partiendo de estos hallazgos, nuestro siguiente objetivo ir mas
alla y probar el posible estimulo de la actividad fagocitica de bLF.

Lo que se observo en los experimentos es que ambas lineas celulares si fagocitaron
una mayor cantidad de bacterias (acopladas a rodamina), ya que se observé mayor
intensidad de fluorescencia en las células RAW pretratadas con LF desde las 2, 6 y 24
h, con respecto a las células sin tratar con bLF. Con respecto a sus funciones como
estimulador de la fagocitosis no hay mucho documentado, por lo que se tuvo que
estandarizar el ensayo por pasos. Lactoferrina bovina tiene una amplia gama de
grupos de bacterias contra los cuales ejerce un efecto bactericida, por lo cual se tuvo
que disefar de tal manera que E. coli HB101 y lactoferrina bovina no interactuaran
directamente. Se eligi6 utilizar E. coli, por ser uno de los principales agentes patégenos
en colonizar pacientes oncoldgicos pediatricos. Al ser una bacteria comensal, se le
denomina en caso-especificos como lo son la colonizacidon por inmunocompromiso,
como “bacteria oportunista”, como muchas otras que forman parte de la barrera
cutanea y flora intestinal. Bacterias que en condiciones normales no representarian
una amenaza pero que, en pacientes oncoldgicos, se pueden volver mortales (Drago-
Serrano et al., 2008). Este es el motivo por el cual las infecciones concomitantes
representan la principal causa de muerte en esta poblacion. Es por ello la importancia
de haber elegido este ensayo en particular, ya que en condiciones patologicas

(especificamente en el paciente oncoldgico), se crea alrededor del tumor un
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microambiente tumoral inmunosupresor (MTI), el cual realentiza las células sanas, y
adapta los mecanismos de defensa del sistema inmune para crear evasion inmunitaria
por parte de las células mutadas, logrando el agotamiento de células T y B, asi como
Natural Killers (Eryllmaz & Canpolat, 2017; Jiménez-Morales, Aranda-Uribe, Pérez-
Amado, Ramirez-Bello, & Hidalgo-Miranda, 2021).

Dentro de los hallazgos del ensayo de fagocitosis se encontré una alta actividad
fagocitica en células RAW 264.7 (mismas que se eligieron por ser directamente
macréfagos aislados de leucemia linfocitica aguda) desde las primeras horas de
interaccién con E. coli, demostrando su potencial para impulsar a las células a actuar
aun bajo condiciones que se alejan de la idoneidad. Optimizando células que en
ausencia de Lactoferrina bovina actuarian de manera més lenta, considerando que, en
procesos infecciosos en un paciente inmunosuprimido, el tratamiento o actividad
oportuna son cruciales para la sobrevida y supervivencia. Con estos resultados se
busca ahondar en los canales de sefializacién que activa o estimula bLF con el fin de
comprender mejor su mecanismo de accién, o sus vias para activar células en un
estado casi letargico en medio de un microambiente tumoral inmunosupresor.
Asimismo, se consideré de gran importancia la alta citotoxicidad presentada por los
pacientes pediatricos con leucemia, inducida por las terapias aun mas novedosas, por
tanto; se logré evaluar la concentracion de citocinas en presencia de Lactoferrina
bovina a distintos tiempos. Los resultados encontrados en el presente trabajo son
consistentes con respecto a sus horas de pre-tratamiento, siendo ascendente el efecto
para la estimulacién de citocinas anti-inflamatorias y descendente el efecto para la
inhibicion de produccion de citocinas anti-inflamatorias, significando asi que en
pacientes oncologicos tiene gran potencial como protector y preventivo para
desarrollar inflamacion sistémica y por ende dafio a 6érgano diana por periodos
prolongados de inflamacién (Millan et al., 2018). Incluso tiene un gran potencial como
preventivo a desarrollar efectos adversos a largo plazo como dafos cardiacos o
neuroldgicos permanentes.

Con esto se determina que Lactoferrina bovina no sélo interactia con la célula de

manera pasiva, sino que de manera activa interviene en la actividad de células
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pertenecientes al sistema inmunoldgico y actividades de la primera linea de defensa,
y es un potencial efector del mismo. Gracias a su versatilidad o efecto “moonlightning”,
no sélo tiene potencial para actuar como un modulador de la respuesta inmune, sino
que tiene potencial como bactericida y antifungico, protegiendo a su vez de manera
directa el organismo contra los principales agentes que amenazan y comprometen la
salud del paciente oncolégico en tratamiento, considerandose el principal reto del
personal de la salud durante el proceso a erradicar las células tumorales malignas. Sin
mencionar los efectos antioxidantes que posee, protegiendo no solo de agentes
patdgenos o a las células del microambiente tumoral inmunosupresor, sino a su vez
de los procesos necréticos producidos primordialmente por multiples
quimioterapéuticos que se utilizan actualmente como terapias de primera eleccion
contra leucemia al dia de hoy, bajo sus funciones antioxidantes. Es asi como bLF tiene
potencial como tratamiento adyuvante, teniendo la capacidad de ser parte importante
de uno de los pilares de tratamiento para leucemia (Levay & Viljoen, 1995; Millan et
al., 2018; Nakamura-Bencomo et al., 2021).

Es importante mencionar que el potencial de bLF como efector de la respuesta inmune
no sélo se limita a leucemia, o cancer en general. Al hablar de sistema inmune,
estamos habla de una red multidisciplinaria completa que se dedica a diagnosticar y
tratar precisamente la amplia gama de enfermedades autoinmunes existentes. Las
enfermedades del sistema inmune son extensas, con origenes de compromiso que
van desde las mutaciones oncoldgicas, las genéticas, virales, bacterianas o incluso
aquellas desencadenadas por estilo de vida. Es por ello que las posibilidades cuando
al sistema inmune respectan, parecen ser enormemente vastas. Sugiriendo que bLF
no solo esta limitada a enfermedades oncoldgicas cuyos tratamientos atentan contra
el sistema inmune, sino a todas aquellas enfermedades que lo comprometan,
independientemente de su origen.

Los tratamientos que tenemos disponibles hasta el momento han avanzado bastante
de acuerdo a su direccion en cuanto a deteccion de células o receptores mas
especificos se trata. Tomando en cuenta que el desarrollo de nuevas tecnologias para

el tratamiento del cancer no se habia ampliado mucho desde 1960, con la introduccion
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de la quimioterapia, que hasta el dia de hoy sigue siendo uno de los pilares iniciales
en el tratamiento contra el cancer. Se considera una de las opciones de primera linea
al momento de tratar leucemia. Su funcion se basa principalmente en la erradicacion
de células leucémicas. Sin embargo, este no distingue entre células sanas o enfermas.
Dando como resultado una lista de longitud considerable al momento de enumerar la
cantidad de efectos adversos que se producen con su administracion, que van desde
dafio sobre drgano diana (tejido cardiaco, musculoesquelético, nervioso,
hematopoyético y conectivo), de donde se desprenden las premisas iniciales: La
busqueda de mejores alternativas (Jiménez-Morales et al., 2021).

Con ello nacieron nuevas ramas de tratamiento para erradicar el cancer con sus
nuevas apariciones, tales como los son la radioterapia, la terapia alogénica con células
hematopoyéticas progenitoras, y la inmunoterapia, siendo este Gltimo el mas novedoso
de la familia de farmacos que tenemos hoy en dia al alcance para administrar terapias
mejor dirigidas al momento de tratar las diversas y mdultiples enfermedades
oncolégicas. Sin embargo, su alta especificidad a células mutadas no lo exime de
producir efectos adversos graves, siento la alta citotoxicidad producida por su
mecanismo de accion uno de los principales recursos bajo los que compromete al
sistema inmune del paciente (Inaba & Pui, 2019).

La supresion inmunolégica ha mostrado ser una pieza clave en el mantenimiento vital
del paciente durante la administracion de su modalidad de terapia administrada. Se ha
comprendido que las leucemias, como parte de la familia oncologica a la que
pertenece, es una enfermedad bastante compleja, y como tal se ha buscado tratarla
de una manera mas optimizada, entendiendo que no solo se administra un farmaco, o
quimioterapia como el pilar unico, sino un grupo de familias de farmacos que en
conjunto atenderan las necesidades del paciente en sus diversas etapas a lo largo de
su tratamiento, cuyos grupos van desde quimioterapéuticos, corticoesteroides,
inmunoterapéuticos y el grupo que ha tomado mas relevancia en los ultimos afios: lo
inmunomoduladores (sin mencionar aquellos que conforman las paredes del
tratamiento, considerados apoyo para los efectos adversos menos graves como lo son

los antiinflamatorios no esteroideos, o antieméticos) (Atun et al., 2020).
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Con este ultimo salto dentro de las opciones terapéuticos, se abrido una pauta para
considerar tratamientos adyuvantes de que apoyaran la vulnerabilidad inmunoldgica
presentada por los pacientes pediatricos durante su tratamiento, considerando que
muchos de estos pacientes alin no cuentan siquiera con un sistema inmune maduro,
afiadimos a la formula la administracion de farmacos que no solo suprime el sistema
inmune sino que desencadenan incluso reacciones exageradas organicas, inflamacion
sistémica (gracias a la sobreproduccion de citoquinas pro-inflamatorias) o incluso
aplasia de lineas celulares enteras (provocada por la muerte celular generalizada,
teniendo como una de las principales complicaciones el sindrome de lisis tumoral y
neutropenia febril). Lineas que en condiciones normales nos ayudarian a combatir los
diversos agentes patégenos que amenazan dia con dia la salud del paciente mismo.
Asi surge el hueco a rellenar por parte de los pilares que conforman el tratamiento para
el cancer de manera completa.

Una de las propuestas mas llamativas hasta el momento es Lactoferrina bovina. Al ser
una glicoproteina natural perteneciente a la familia de las transferrinas, y a la que se
le han conferido mdltiples funciones gracias a su gran versatilidad. Entre ellas se
encuentran sus propiedades bactericidas, antifingicas, antineoplasicas, antioxidantes,
su participacién en diversas vias metabdlicas y mas importante para fines de este
estudio: sus propiedades inmunoreguladoras. Se le puede encontrar en secreciones
mucosas como lagrimas, saliva, secresion nasal, bilis, jugo pancreatico y
gastrointestinal, asi como fluido seminal y vaginal, y en calostro, leche, y granulos de
neutroéfilos (J. Brock, 1980; J. H. Brock, 2002)
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CONCLUSIONES

Lactoferrina bovina y sus péptidos interaccionan con las lineas celulares Jurkat
y RAW 264.7

Lactoferrina bovina aumenta la actividad de fagocitosis en células RAW 264.7,
siendo perceptible su efecto a partir de las primeras horas de infeccién con E.
coli HB101, a diferencia de aquellas células que no fueron tratadas con

Lactoferrina bovina.

Lactoferrina bovina mostré una regulacién de citocina pro y anti-inflamatorias
de manera directa sobre células Jurkat al momento de infeccidon con E. coli
HB101l. En el caso de las citocinas pro-inflamatorias que se producian al
momento de la infeccidn, Lactoferrina bovina disminuia su produccion a
mayores horas de pre-tratamiento, en cualquier tiempo de interaccion con E.
coli HB101.

En el caso de la citocina anti-inflamatoria, Lactoferrina bovina demostré
estimular la produccion de la misma, mostrando mayor efecto de manera

consistente (a mayor tiempo de pre-tratamiento con Lactoferrina bovina).
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