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RESUMEN 

 
La leucemia, es una de las enfermedades con más relevancia en el desarrollo de nuevas 

terapias con enfoque epigenético. El uso combinado de la terapia epigenética y quimioterapia 

ha logrado sinergizar los efectos de la quimioterapia, y disminuir la resistencia a los 

tratamientos. Sin embargo, aún se desconocen todos los mecanismos de acción de los 

fármacos epigenéticos, sus efectos a largo alcance y su toxicidad puede ser equiparable a la 

de la quimioterapia, por lo que la búsqueda de terapias alternativas sigue siendo una 

prioridad. En ese sentido, los péptidos antimicrobianos de plantas representan una atractiva 

alternativa debido a su actividad citotóxica en células cancerosas. En este trabajo se evaluó 

la citotoxicidad del péptido PaDef, de aguacate nativo mexicano (Persea americana var. 

drymifolia) en la línea de leucemia Jurkat, se determinó su mecanismo de acción y la relación 

de su citotoxicidad con modificaciones epigenéticas. PaDef (IC50=47.3μM) indujo la muerte 

celular a través de apoptosis dependiente de las caspasas e incrementó la expresión de genes 

proapoptóticos de la familia Bcl-2 (Bax y Bik); incrementó la producción de ROS y la pérdida 

del potencial de membrana mitocondrial. Interesantemente, la inhibición de las caspasas no 

revirtió el efecto, sugiriendo que existen otros mecanismos de muerte independientes de 

caspasas. Por otro lado, PaDef incrementó la acetilación global de la histona 3 y la marca 

H3K9Ac. Este efecto correlacionó con una reducción en la actividad de HDACs. Un análisis 

in sílico mostró que PaDef interactúa con HDACs de clase I con energías libres de afinidad 

superiores a los inhibidores reportados (TSA, NaB). Además, PaDef aumentó las marcas de 

H3K9me2 y H3K9me3. Por otro lado, el efecto citotóxico de la defensina γ-tionina en las 

líneas celulares K-562 y Jurkat (Flores-Álvarez, 2018), se asocia también a modificaciones 

epigenéticas. Se observaron incrementos en las marcas de acetilación global, H3K9Ac, 

H3K9me2 y H3K9me3. En conjunto, los resultados sugieren que el efecto citotóxico de γ-

tionina y PaDef están asociados a la modulación epigenética de la Histona 3. Estos son los 

primeros reportes de defensinas de plantas con actividad epigenética relacionada al efecto 

citotóxico en células de leucemia.  

 

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

 

Leukemia is one of the most relevant diseases in the development of new therapies with an 

epigenetic approach. The combined use of epigenetic therapy and chemotherapy has 

managed to synergize the effects of chemotherapy and reduce resistance to treatments. 

However, the mechanisms of action of epigenetic drugs, their long-range effects and their 

toxicity may be comparable to that of chemotherapy are still unknown, so the search for 

alternative therapies continues to be a priority. In that sense, plant antimicrobial peptides 

represent an attractive alternative due to their cytotoxic activity in cancer cells. In this work, 

the cytotoxicity of the PaDef peptide from native Mexican avocado (Persea americana var. 

drymifolia) was evaluated in the Jurkat leukemia line, its mechanism of action and the 

relationship of its cytotoxicity with epigenetic modifications were determined. PaDef 

(IC50=47.3μM) induced cell death through caspase-dependent apoptosis and increased the 

expression of proapoptotic genes of the Bcl-2 family (Bax and Bik); it increased ROS 

production and loss of mitochondrial membrane potential. Interestingly, inhibition of 

caspases did not reverse the effect, suggesting that other caspase-independent death 

mechanisms exist. On the other hand, PaDef increased global histone 3 acetylation and the 

H3K9Ac mark. This effect correlated with a reduction in HDACs activity. An in silico 

analysis showed that PaDef interacts with class I HDACs with higher affinity free energies 

than reported inhibitors (TSA, NaB). In addition, PaDef increased H3K9me2 and H3K9me3 

labeling. On the other hand, the cytotoxic effect of γ-thionine defensin in K-562 and Jurkat 

cell lines (Flores-Alvarez, 2018), is also associated with epigenetic modifications. Increases 

in global acetylation marks, H3K9Ac, H3K9me2 and H3K9me3 were observed. Taken 

together, the results suggest that the cytotoxic effect of γ-thionine and PaDef are associated 

with epigenetic modulation of Histone 3. These are the first reports of plant defensins with 

epigenetic activity related to cytotoxic effect in leukemia cells.  

 

 

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

 

1.1.  Cáncer 

En el año 2019 la Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó que el cáncer representó 

la primera o segunda causa de muerte para personas menores de 70 años en 112 de los 183 

países. Además, se estima que 1 de cada 5 personas desarrollará cáncer durante su vida. Por 

otro lado, en el año 2020, la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC, 

International Agency for Research on Cancer) reportó 19.3 millones de casos de cáncer a 

nivel mundial y 10 millones de defunciones por esta causa (Sung et al., 2021), y se prevé que 

para el año 2040 se produzcan alrededor de 28.4 millones de nuevos casos de cáncer. Esto 

representa un incremento del 47% con respecto al reporte del año 2020, suponiendo que las 

tasas nacionales estimadas se mantengan constantes. Los principales factores que impulsan 

el incremento de casos por año son: el envejecimiento de la población, una mayor  

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

 

El cáncer se define como un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una 

proliferación descontrolada de las células y se puede presentar en casi cualquier órgano o 

tejido del cuerpo (OMS). El desarrollo de esta enfermedad surge de la acumulación de 

mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas que le permiten a las células sobrevivir, 

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

 

De manera más específica, se han descrito diversas características distintivas del desarrollo 

y mantenimiento de esta enfermedad (Fig. 1):  

1) Mantener la señalización proliferativa, las células cancerosas tienen exacerbada la 

producción y liberación de señales que promueven el crecimiento y la proliferación. 

2) Evadir los supresores de tumores, que comprenden moléculas que regulan 

negativamente la proliferación celular, su evasión permite a las células cancerosas 

mantener el estado proliferativo. 

3) Resistir a la muerte celular, las células cancerosas desarrollan estrategias para limitar 

o evadir la muerte. 
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4)  Inmortalidad replicativa, las células cancerosas deben superar la senescencia celular 

que las lleve a frenar la replicación y finalmente las conduzca a la muerte. 

5) Inducción de angiogénesis, las señales proangiogénicas aberrantes en las células 

cancerosas aportan el sustento de nutrientes y oxígeno que requiere el ambiente 

tumoral.  

6) Activar la invasión y metástasis. 

7) Reprogramación del metabolismo energético, que les permita respaldar la demanda 

de mayor energía para el crecimiento y proliferación continuas y algunas otras 

características neoplásicas.  

8) Evasión de la destrucción de células cancerosas por parte del sistema inmune, al 

deshabilitar los componentes del sistema inmune para ser eliminadas. 

9)  Inestabilidad y mutación del genoma, que son clave para el inicio y desarrollo del 

cáncer. 

10)  Inflamación, un ambiente proinflamatorio en el tumor puede suministrar moléculas 

bioactivas que favorezcan el crecimiento y mantenimiento del tumor (Hanahan & 

Weinberg, 2011).  

 

Por otro lado, el avance en el conocimiento de esta enfermedad ha permitido proponer 

algunas otras características como parte del desarrollo y mantenimiento de la 

enfermedad:  

11) Desbloqueo de la plasticidad fenotípica, esto indica la pérdida de diferenciación, que 

le confiere “ventajas” a las células cancerosas; por ejemplo, permite a la célula 

mantener un estado de proliferación activo, ayuda a evadir la senescencia celular y 

puede conferir ventajas en el proceso de metástasis. 

12)  Reprogramación epigenética, el microambiente tumoral aberrante puede generar 

cambios en el epigenoma que favorezcan el crecimiento clonal de las células 

cancerosas. 

13)  Microbiomas polimórficos, ahora se sabe que la relación que existe entre la 

microbiota y nuestro organismo puede tener consecuencias en el estado de salud-

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

microbioma puede participar en el desarrollo y patogénesis de dicha enfermedad. 
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Adicionalmente se han caracterizado diversos ambientes tumorales en los que se han 

localizado bacterias en el interior, y finalmente. 

14) Senescencia celular, esta característica se ha visto como una protección contra la 

formación de células cancerosas; sin embargo, bajo ciertas circunstancias las células 

senescentes pueden estimular el desarrollo y progresión del cáncer (Hanahan, 2022). 

 

Estas características en el desarrollo y el mantenimiento del cáncer se pueden observar 

de manera general en los múltiples tipos de cáncer.  

 

 

 
Figura 1. Características distintivas del cáncer. La ilustración recopila las características que 

reúnen todas las células de los diversos tipos de cáncer, para su desarrollo y mantenimiento. 
Adaptado de Hanahan, 2022. 
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Existen diversas formas de clasificar el cáncer, entre ellas la OMS los clasifica a través de 

sus características citológicas, morfológicas y estructurales; además, se asigna un grado de 

acuerdo al nivel de diferenciación celular. Por otra parte, también pueden clasificarse de 

acuerdo a su estadio, esto indica el grado de diseminación en el organismo (clasificación 

TNM, Tumor Node Metastasis). La forma más clásica de catalogar a los cánceres es a través 

del tejido u órgano del cual proceden; por ejemplo, 1) carcinomas, si su origen es de células 

epiteliales de órganos internos, de la piel, tracto gastrointestinal u otros sitios anatómicos, 2) 

sarcomas, si provienen de tejido adiposo, hueso, músculo o vasos sanguíneos. Todos los 

mencionados anteriormente están clasificados además como cánceres sólidos que se 

distinguen de los cánceres hematológicos, que son aquellos cuyo origen está en las células 

sanguíneas (Carbone, 2020). 

 

1.1.1. Cáncer hematológico  

 
El cáncer hematológico abarca los linfomas, las leucemias y el mieloma de acuerdo con el 

tipo de células que se ven afectadas por dicha enfermedad, estos pueden incidir en ganglios 

linfáticos, células sanguíneas o células plasmáticas de médula ósea, respectivamente. En 

América Latina, estás enfermedades representan el 7% de todos los cánceres, y para la 

población mayor a los 20 años de edad el 9.8% de todas las muertes por cáncer (Doubova et 

al., 2020). En cuanto a la población infantil, la Sociedad Americana del Cáncer reportó para 

el periodo del 2018-2020 que la leucemia y el linfoma se encontraban entre los tres 

principales tipos de cáncer. 

 

1.1.1.1. Leucemia 

1.1.1.1.1 Definición y epidemiología 

 
El término leucemia proviene de los vocablos griegos “leukos” y “heima”, que describe un 

exceso de leucocitos en el cuerpo (Olsen, 2016), y se define como una enfermedad neoplásica 

progresiva del sistema hematopoyético, caracterizada por la proliferación no regulada de 

células progenitoras hematopoyéticas (McKenzie et al., 2000).  
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La IARC reportó (2018) que la leucemia fue el decimoquinto cáncer más comúnmente 

diagnosticado a nivel mundial. Esta enfermedad se presenta de manera más frecuente en 

hombres que en mujeres. En cuanto a la distribución por edad, la leucemia crónica es 

unimodal, con tasas de incidencia que aumentan con la edad. Mientras que la leucemia aguda 

(mieloide y linfoide) inciden más en la población infantil. Además, de acuerdo con este 

reporte, el número total de casos de leucemia a nivel mundial reportados entre el 2005 y 2015 

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

 

Informes de esta misma agencia, en la base de datos del GLOBOCAN, indican que en México 

la incidencia de leucemia se encuentra entre los 10 principales tipos de cáncer que afectan a 

la población. En cuanto a la mortalidad, la leucemia se encuentra en el tercer lugar de muertes 

por cáncer, lo que representa un 8% de la población con cáncer. Además, a nivel 

Latinoamérica y el Caribe, la leucemia sigue siendo la principal causa de muerte por cáncer 

para la población infantil, esto representa un desafío importante para la salud pública. Las 

mejoras en la supervivencia se ven obstaculizadas por factores como el diagnóstico tardío de 

la enfermedad, el abandono del tratamiento, así como la falta de recursos económicos y el 

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

 

1.1.1.1.2. Clasificación y diagnóstico 

 
Las leucemias han sido clasificadas ampliamente a través de diversas características de la 

enfermedad, inicialmente en la década de 1930 se clasificaron según el tipo de célula 

producida anormalmente como leucemias mieloides, si la célula progenitora de la que deriva 

es de tipo mielocítico, o leucemias linfoides, si el origen de la célula progenitora de la que se 

deriva es de tipo linfocítico. Además, en función del estadio de maduración celular se pueden 

clasificar como agudas y crónicas. Las leucemias agudas se caracterizan por un “cese 

madurativo” con acumulación de precursores hematopoyéticos inmaduros en la medula ósea, 

si la enfermedad no es tratada, esta acumulación conduce rápidamente a un fallo medular e 

infiltración orgánica por acumulación. Por su parte, en la leucemia crónica se produce una 

acumulación en médula ósea de células diferenciadas o parcialmente diferenciadas de forma 

más lenta, estás células pueden ser diferenciadas o parcialmente diferenciadas con una 
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proliferación aumentada y un exceso de supervivencia, y al conservar su capacidad de 

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

 

Por otra parte, en el año de 1976, un grupo de hematólogos propuso un sistema de 

clasificación para las leucemias linfoides (Fig. 2) y mieloides (Fig. 3) agudas, denominado 

clasificación FAB (Franco Americano Británica). Este sistema se basa en la morfología 

celular, indicando el estadio de maduración o el tipo celular, para ello se utiliza una tinción 

rutinaria y su posterior análisis al microscopio óptico (Bennett et al., 1976; Ladines-Castro 

et al., 2016). Esta clasificación aún ayuda con la identificación de las leucemias agudas, 

aunque no se usa como un parámetro exclusivo para el diagnóstico de la enfermedad.  

 

 

 
Figura 2. Clasificación FAB para la leucemia linfoblástica aguda. La leucemia linfoblástica 

aguda (LLA) categorizada por su morfología, se muestra la frecuencia de aparición en la población 
y el inmunofenotipo característico de cada leucemia (Bennett et al., 1976; Ladines-Castro et al., 

2016). 
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Figura 3. Clasificación FAB para la leucemia mieloblástica aguda. La leucemia mieloblástica 
aguda (LMA) categorizada por su morfología y el inmunofenotipo característico de cada leucemia 

(Bennett et al., 1976; Ladines-Castro et al., 2016). 
 

Posteriormente comenzó a incorporarse a la clasificación datos inmunofenotípicos (Fig. 2 y 

3), citogenéticos y moleculares para definir categorías diagnósticas de la enfermedad. El 

inmunofenotipo permite identificar con precisión el estadio de diferenciación celular, basado 

en los marcadores de superficie que exhiben las células en los distintos estadios de 

maduración, esto sirve como una herramienta de clasificación y diagnóstico para las 

leucemias. Por otra parte, la citogenética permite determinar las mutaciones cromosómicas 

presentes en las leucemias y funcionan como un indicador diagnóstico, valor pronóstico y 

predictivo para las leucemias (Cernan et al., 2017; DiGiuseppe & Wood, 2019; Peters & 

Ansari, 2011). 

 

La OMS clasificó a las leucemias, linfomas y sarcomas reuniendo características 

morfológicas, citogenéticas y moleculares. Para propósitos de este trabajo, únicamente se 

muestra la clasificación de las leucemias (Tabla 1). 

 
Tabla 1. Clasificación de la OMS para las neoplasias hematopoyéticas*. Los nombres en 
mayúscula con cursiva indican los genes mutados. Las mutaciones cromosómicas están indicadas 
como inv (inversión) y t (translocación), en cuanto a su posición en el cromosoma los brazos se 
nombrarán por p (brazo corto) y por q (brazo largo) y los números indican la sección el brazo donde 
se localiza.  
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*Modificado de (Hoffbrand et al., 2016). 
 
 

1.1.1.1.3. Factores de riesgo 

Entre los factores de riesgo a los que se les ha atribuido la enfermedad se encuentran: 

antecedentes familiares como mutaciones en la línea germinal, es decir, mutaciones que 

pasan de padres a hijos, la radiación, quimioterapia, exposición a químicos, síndromes y 

anomalías genéticas y factores del estilo de vida como fumar. Además, existen hipótesis que 

respaldan la teoría de que la leucemogénesis puede ser provocada por la falta de una 

estimulación inmunitaria temprana, es decir, la exposición a infecciones comunes en la 

infancia, aunque cabe señalar que estas teorías no están respaldadas por todos los estudios 

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

 
 

1.1.1.1.4. Etiología 

 

La enfermedad se desarrolla en un proceso de varias etapas que comienza con la 

transformación (mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas) de las células madre 

hematopoyéticas (CMH), cuyas alteraciones mejoran la capacidad de autorrenovación celular 

mientras mantienen un estado indiferenciado o parcialmente diferenciado (Greim et al., 

2014; Whitehead et al., 2016). 

 

Las CMH localizadas en el nicho de la médula ósea son responsables de la formación de las 

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

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

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

 

 
Figura 4. Nicho de la médula ósea. En esta imagen se muestra la diferenciación de las células 

hematopoyéticas dentro del nicho de la médula ósea. Adaptado de (Greim et al., 2014). 
 

Las alteraciones a las que se enfrentan las CMH pueden ser: mutaciones cromosómicas, 

mutaciones genéticas (puntuales) y alteraciones epigenéticas. En muchas ocasiones ocurre la 

combinación de todas ellas. 

 

1.1.1.1.4.1. Mutaciones cromosómicas 

 

Las mutaciones cromosómicas suelen presentarse en más del 50% de los pacientes con 

neoplasias hematológicas. Las células humanas normales constan de 46 cromosomas totales, 

en las células leucémicas se han observado anomalías tales como una pérdida (monosomía, 

pérdida de un cromosoma) o ganancia de uno o más cromosomas (trisomía, por ganancia de 

un cromosoma o hiperdiploidía por ganancia de múltiples cromosomas). Por otra parte, 

también se han observado mutaciones a nivel de estructura de los cromosomas, 

principalmente deleciones, que implican la pérdida de segmentos de un cromosoma; 
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inversiones, que implica un cambio en el sentido de un segmento cromosómico; duplicación, 

en la que se repite un segmento del cromosoma; inversión, en la que cambia el sentido de un 

segmento cromosómico; translocaciones, que implica el desplazamiento de un segmento 

cromosómico a un nuevo lugar en el genoma; e inserción, en la que un segmento de un 

cromosoma se agrega a otro cromosoma (Fig. 5) (Arana et al., 2017). Estas alteraciones en 

los cromosomas alteran la secuencia de genes que participan en funciones importantes como 

la apoptosis, control de ciclo celular, regulación de proliferación y diferenciación celular, por 

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

 

 
Figura 5. Representación de las mutaciones cromosómicas. En la imagen se muestran las diferentes 

mutaciones que puede sufrir un cromosoma. Obtenido de: NHGRI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/MLACourse/Modules/MolBioReview/mutation_chromosome.

html). 
 

1.1.1.1.4.2. Mutaciones genéticas (puntuales) 

 

Como se mencionó anteriormente, en las leucemias las alteraciones clave en el desarrollo de 

la enfermedad comprenden la capacidad aumentada de proliferar y la pérdida de 

diferenciación en el linaje celular. Estos cambios requieren de la acumulación de mutaciones 
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puntuales, mutaciones cromosómicas, así como de alteraciones genéticas en un solo linaje de 

células a través del tiempo. Aquellas células que acumulan algunas, pero no todas las 

mutaciones responsables de la enfermedad, se denominan CMH preleucémicas. Se ha 

propuesto un modelo sobre la evolución de las células preleucémicas hasta convertirse en 

células leucémicas (Fig. 6). Las células preleucémicas adquieren algunas de las mutaciones 

necesarias para el desarrollo de la leucemia, y su capacidad de proliferación ilimitada 

permitirá que las mutaciones se mantengan a través del tiempo, las mutaciones se van 

acumulando conforme los linajes se autorrenuevan, y eventualmente, una de las CMH 

preleucémica o alguna progenie de ella, adquiere una mutación adicional que la lleva a la 

pérdida de la función normal y al desarrollo de la leucemia (Corces-Zimmerman & Ravindra, 

2014).  

 

 
Figura 6. Modelo de la evolución preleucémica a leucemia. La adquisición secuencial de 
mutaciones se ilustra mediante los cambios de color. (a) Se muestra la primera mutación que 

ocurriría en una CMH que se autorrenueva. Además, la primera mutación también puede ocurrir en 
una célula más diferenciada, esta mutación podría conferirle la capacidad de autorrenovación (b) o 
se perdería la mutación con el agotamiento de linaje (c). Las mutaciones subsiguientes se acumulan 

y se conserva la capacidad de autorrenovacion y diferenciación (d). Posteriormente una de las 
mutaciones conduce a la generación de una célula leucémica con pérdida de la función. Esto se 

puede producir en una CMH (e) o en una célula progenitora (f). Tomado de Corces-Zimmerman & 
Ravindra (2014). 
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El desarrollo de la enfermedad no está limitado a las mutaciones en las CMH, los cambios 

en el microambiente del nicho de la médula ósea contribuyen al proceso de leucemogénesis, 

por ejemplo, un ambiente de tipo inflamatorio (incremento de citocinas) o un aumento en la 

biodisponibilidad de factores de crecimiento, puede impulsar la evolución clonal de las CMH 

preleucémicas para volverse leucémicas. Además, se sabe que las CMH están sujetas a 

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

 

1.1.1.1.4.3. Alteraciones epigenéticas 

 

El proceso de leucemogénesis también está relacionado con alteraciones epigenéticas. La 

epigenética estudia los cambios en la expresión de genes que no implican una modificación 

en la secuencia de DNA, estos incluyen la metilación directa sobre el DNA, modificaciones 

químicas en las colas de las histonas, los microRNAs (miRNA), complejos remodeladores 

de cromatina y en general la dinámica nuclear que responde a la organización de la cromatina 

(Dupont et al., 2009). Las alteraciones en estas marcas epigenéticas juegan un rol importante 

en el desarrollo y la progresión del cáncer, estás pueden interferir en procesos fundamentales 

como la proliferación celular, inhibición de la apoptosis, inhibición de genes supresores de 

tumores, aumentado la expresión de oncogenes e impidiendo la diferenciación celular.  

 

En el caso particular de las leucemias, las alteraciones epigenéticas pueden aparecer en la 

etapa preleucémica y estás ocurren directamente en los genes encargados de la producción 

de modificadores epigenéticos. Las mutaciones subyacentes a la etapa preleucémica 

pertenecen a dos categorías; cambios en el estado de metilación del DNA o las alteraciones 

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

 

La metilación del DNA implica la adición de un grupo metilo al carbono 5’ de las citosinas 

del DNA en regiones conocidas como islas CpG, esta función es llevada a cabo a través de 

una enzima denominada DNA metiltransferasa (DNMT). Aproximadamente el 40% de las 

metilaciones en el DNA ocurren en las regiones promotoras de los genes, por lo que como 

consecuencia esta modificación implica la represión génica o compactación de la cromatina 

(Allis et al., 2007). Las células leucémicas exhiben una hipometilación global; sin embargo, 
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también se puede presentar una metilación aberrante en las islas CpG dentro de los 

promotores de los genes o regiones codificantes (Chen et al., 2010). Algunos de los genes 

que se han encontrado metilados son genes supresores de tumores (ej. p53, DAPK1), genes 

de regulación de ciclo celular (ej. CDKN2B o p15, CDKN2A o p16), apoptosis (ej. CDKN1A 

o p21, DAPK1), entre otros (Navarrete-Meneses & Pérez-Vera, 2017).  

 

En cuanto a las modificaciones químicas en las histonas, estás se llevan a cabo principalmente 

en los aminoácidos lisina, serina y treonina de la parte amino terminal de las histonas. Las 

principales modificaciones son: metilación, fosforilación y acetilación, aunque existen 

mucha más. El cambio en las marcas de las histonas tiene como consecuencia la activación 

o represión génica, es decir, de apertura o compactación de la cromatina. Las marcas de 

metilación pueden tener efecto de represión o activación génica, mientras que las marcas de 

acetilación y fosforilación son principalmente de activación. Dichas modificaciones son 

llevadas a cabo por enzimas a las que se les denominan: 1) escritores, enzimas que colocan 

las marcas en las histonas, 2) borradores, enzimas que eliminan marcas epigenéticas en las 

histonas, y 3) lectores, enzimas encargadas del reconocimiento de las marcas epigenéticas a 

través de dominios específicos, este reconocimiento permite un cambio en la expresión de 

genes atrayendo a escritores o borradores al lugar donde son requeridos. En la fig. 7 se 

muestran algunos ejemplos de estas enzimas epigenéticas. Por otra parte, los complejos 

remodeladores de cromatina remueven partes (dímeros) o los octámeros completos de las 

histonas para liberar la secuencia de DNA la cual estaban unidos y son intercambiados por 

otras histonas para cambiar la expresión génica. Estos cambios ocurren en procesos como 

reparación de DNA, activación o represión transcripcional, desarrollo y replicación (Allis et 

al., 2007; Biswas & Rao, 2018; Clapier et al., 2017). 
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Figura 7. Enzimas epigenéticas responsables de las modificaciones de histonas. La imagen 

muestra ejemplos de algunas enzimas epigenéticas. Los escritores, HAT (histona acetiltransferasa) 
que colocan marcas de acetilación, HMT (histona metiltransferasa) encargada de colocar las marcas 

de metilación en las histonas. Los borradores, HDAC (histona desacetilasa) enzima encargada de 
eliminar las marcas de acetilación y la KDM (lisina desmetilasa) encargada de quitar marcas de 

metilación. En cuanto a los lectores se muestran algunos dominios de reconocimiento en las 
histonas para la modificación en la expresión de genes. P: fosforilación, Me: metilación, Ac: 

acetilación. Adaptada de Falkenberg & Johnstone (2014). 
 

En las leucemias las marcas químicas de las histonas pueden alterarse a través de tres 

mecanismos: 1) Mediante alteraciones directas en los genes encargados de la producción de 

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

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

 

Las alteraciones directas sobre las enzimas epigenéticas se producen generalmente de las 

mutaciones cromosómicas y sus productos de fusión, por ejemplo en la LMA la 

acetiltransferasa, p300, fusionada con el gen MLL por una translocación t(11;22), genera un 

producto de fusión que impide la regulación de ciclo celular y la diferenciación celular lo que 

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

 

Respecto al reclutamiento de modificadores epigenéticos provocado por una alteración 

genética, un ejemplo es la translocación t(8;21) cuya proteína de fusión AML1/ETO, presente 

en la LMA, que atrae un complejo represor que contiene H-CoR/Sin3/HDAC, resultando en 

una represión transcripcional y un bloqueo de la diferenciación mieloide (Liu et al., 2007). 

Por otra parte, se ha reportado que el gen de fusión ETV6-RUNX1 recluta HDACs en la 

LLA-B, bloqueando la transcripción de genes activados normalmente por RUNX1 

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

 

Sobre las modificaciones de histonas por metilación del DNA, los sitios CpG metilados 

desencadenan la unión de proteínas que atraen a HDACs o HMTs, esto da como resultado la 

desacetilación y metilación de marcas epigenéticas en las histonas, por ejemplo, 

desacetilación en la lisina (K) 9 de la histona 3 (H3) (H3K9) o en marcas de desmetilación 

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

 

Otros reportes de alteraciones epigenéticas indican que las enzimas epigenéticas por si 

mismas también pueden estar sobreexpresadas en las leucemias, este es el caso de enzimas 

como las desacetilasas de histonas HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC6, HDAC7 y HDAC8, 

estas enzimas pueden involucrarse en procesos de transcripción (HDAC1, 3, 4, 6, 7 8 y 9), 

regulación de ciclo celular (HDAC1, 2, 3, 4 6, y 7), apoptosis (HDAC1, 2, 3, 6 y 7) y vías de 

señalización como p53 (HDAC2) y Notch (HDAC1, 3 y 7). Otros reportes de enzimas 

epigenéticas sobreexpresada en LLA son las HATs GNAT, MYST, CBP/p300, algunas de 

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

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

Meneses & Pérez-Vera, 2017).  

 

Finalmente los miRNA, son RNAs cortos (18-25 nucleótidos) no codificantes que regulan la 

expresión génica a través de la interacción con el mRNA, hasta el 60% de los mRNAs es 

regulado a través de miRNAs. Esta regulación está involucrada en procesos de 

diferenciación, proliferación, metabolismo y apoptosis. En el cáncer, los miRNAs participan 

como oncogenes, supresores de tumores o supresores o activadores de metástasis (Allis et 

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

 

1.1.1.1.5. Tratamiento 

 

Los diversos tipos de leucemia son tratadas de acuerdo a su clasificación, pronóstico, fase de 

la enfermedad (aguda, crónica, crisis blástica), a la edad del paciente, comorbilidades al 

momento del diagnóstico de la enfermedad, estratificación de los pacientes por riesgo y 

algunos otros factores pronóstico. Sin embargo, de manera convencional el tratamiento de 

primera línea para las leucemias durante las últimas décadas ha sido la quimioterapia. Esta 

consiste en la administración de fármacos citotóxicos o citostáticos en células cancerosas, 

que pueden ser administrados por vía oral, tópica, intravenosa o por vía parenteral, de acuerdo 

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

 

Los quimioterapéuticos utilizados para tratar las leucemias incluyen: agentes alquilantes, 

interfieren con el DNA e impiden la reparación y división celular, estos se pueden dividir en 

tres grupos, alquilantes clásicos (ej. ciclofosfamida, clorambucilo), nitrosoureas (ej. 

carmustina, estramustina) y tetrazinas (ej. dacarbacina, temozolomida); fármacos 

antimetabolitos, que interfieren con el DNA y RNA sustituyendo las moléculas para 

formarlos, por lo que se impide su síntesis y por tanto la duplicación celular, en esta categoría 

se incluyen fármacos como los análogos de pirimidina (citarabina o  Ara-C), análogos de 

purina (mercaptopurina) y los análogos del ácido fólico (metotrexato), análogos de 

nucleósidos de citidina (azacitidina), por mencionar algunos. Además, están los inhibidores 
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de la topoisomerasa (ej. irinotecán, etopósido VP-16) que inhiben las enzimas 

topoisomerasas impidiendo la separación de la doble hebra de DNA y por tanto su 

replicación; antraciclinas o antibióticos antitumorales, interfieren con las enzimas 

involucradas en la replicación del DNA durante el ciclo celular (ej. daunorubicina, 

doxorrubicina, idarrubicina); e inhibidores de la mitosis, estos fármacos detienen la división 

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

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

 

Generalmente estos medicamentos se usan en combinación para el tratamiento de las 

leucemias. En este documento se describirán dos regímenes convencionales para el 

tratamiento de los dos principales tipos de leucemia, la LMA que es la leucemia más común 

en adultos, y la LLA que es la leucemia más común en niños.  

 

La LMA se ha tratado convencionalmente con una combinación del quimioterapéutico 

citarabina y una antraciclina, ya sea daunorrubicina o idarrubicina, en un régimen 

denominado “3 + 7”, en el que se administran 3 días de antraciclina seguidos de 7 días de 

citarabina. Este tratamiento es usualmente recomendado para los pacientes con riesgo bajo; 

sin embargo, para aquellos que tienen malos pronósticos o riesgo alto se ofrecen otras 

alternativas (Kadia et al., 2016). Por su parte, la LLA en niños es tratada convencionalmente 

con una fase de inducción en la que se administran como quimioterapéutico vincristina, un 

corticoesteroide (dexametasona o prednisona), L-asparaginasa (citostático) con o sin un 

antraciclina, luego de esta combinación se continúa con un régimen de consolidación que 

incluye altas dosis de metotrexato, además de terapia de reinducción, y finalmente se requiere 

terapia de mantenimiento (menos invasiva) durante 1 a 2 años para asegurar la supervivencia 

libre de células leucémicas (Kato & Manabe, 2018). La quimioterapia presenta diversos 

efectos secundarios en los pacientes que pueden ser leves a moderados como: cansancio, 

caída del cabello, náuseas, vómito, diarrea, cambios de apetito, estreñimiento, tendencia a 

presentar moretones y sangrados leves, anemia, úlceras, entumecimiento, cambios de peso; 

hasta efectos graves que incluso pueden ser letales como: problemas renales, cardiotoxicidad, 

hepatoxicidad, infecciones o incluso carcinogénesis secundaria a la del inicio del tratamiento 

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

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

 

La terapia dirigida se centra en las alteraciones citogenéticas (cromosómicas) de las 

leucemias, así como en alteraciones específicas en los diversos tipos de leucemias. Estas 

terapias abarcan: los inhibidores de tirosina quinasa (TKI) (actúan sobre los receptores de 

superficie celular que es anormal en las células leucémicas), inhibidores de puntos de control 

inmunitario, anticuerpos monoclonales contra los linfocitos T o bioespecíficos, agentes 

metabólicos y proapoptóticos (Kayser & Levis, 2028). Un ejemplo muy representativo es el 

imatinib, que es un TKI utilizado en la LMC con t(9;22) o cromosoma filadelfia, la 

translocación produce una proteína de fusión denominada BCR-ABL que es una tirosina 

cinasa que se mantiene activa provocando una alteración permanente en la proliferación 

celular (Claudiani & Apperley, 2018). Otro ejemplo se presenta en el tratamiento para la 

LLC, esté tipo de leucemia generalmente se presenta en adultos de edad avanzada, en los que 

las comorbilidades son recurrentes y muchas veces esto no los hace candidatos a la 

quimioterapia. Otro caso es el de pacientes con este mismo tipo de leucemia que entran en 

recaída, en estos casos puede usarse una combinación de dos terapias dirigidas, rituximab, 

que es un anticuerpo monoclonal que se une específicamente a CD20 en la superficie de 

linfocitos B, esta unión permite el reconocimiento por parte de los efectores de la respuesta 

inmune para mediar la eliminación de las células leucémicas. El tratamiento con este 

anticuerpo se acompaña con ibrutinib que es un TKI de Bruton, que es una molécula clave 

en la señalización de un receptor de células B que estimula el crecimiento y la división celular 

(Morabito et al., 2021). 

 

La terapia con células CAR-T ha revolucionado el tratamiento para las neoplasias malignas 

de células B, incluidas la LLA-B y la LLC en las que se han logrado tasas de remisión altas 

(70 al 94%). El procedimiento consiste en la extracción de los linfocitos T de los pacientes 

para su posterior modificación genética (inserción génica) que les permita expresar el 

receptor de antígeno quimérico CAR (Chimeric Antigen Receptor), estas células son capaces 

de activarse independientemente del complejo mayor de histocompatibilidad (HMC) y 

reconocer las células leucémicas para destruirlas. Los resultados de esta terapia ha sido 
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menos alentadora para los tumores sólidos y quedan todavía múltiples desafíos como la 

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

 

El trasplante de médula ósea puede ser otra opción para los pacientes con leucemia. Este 

puede ser autólogo, es decir, una trasfusión de las propias células, o alogénico, es decir, que 

las células del trasplante provengan de un donador ajeno. En ambos casos, antes del 

procedimiento se lleva un régimen de dosis altas de quimioterapia que tiene dos propósitos: 

en el trasplante alogénico, la citorreducción, inmunosupresión y teóricamente, un “nuevo 

espacio” para el trasplante; y en el caso del trasplante autólogo, sirve principalmente para 

erradicar las células malignas. Este tipo de procedimiento se convierte en una alternativa para 

los pacientes que no pueden recibir dosis altas de quimioterapia sin poner en riesgo su vida 

por los efectos secundarios (infecciones, sangrado) o por las comorbilidades, también pueden 

ser candidatos los pacientes en recaída o como una terapia de consolidación. Sin embargo, 

también presentan desventajas significativas: el autoinjerto puede presentar contaminación 

con células leucémicas que hagan que el paciente recaiga, también se pueden presentar 

infecciones, hemorragias, enfermedad del injerto contra el huésped, en el caso del trasplante 

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

 

Finalmente, los fármacos epigenéticos van dirigidos a restaurar el paisaje epigenético 

“normal”. Hasta el momento, estos fármacos van dirigidos a la inhibición de las enzimas 

modificadoras de histonas y de DNA. Se cuentan con algunos fármacos epigenéticos 

aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) (Tabla 3) para el tratamiento de 

diversas neoplasias malignas, en la que están incluidas las leucemias, y existen muchos más 

fármacos epigenéticos en ensayos clínicos para ser aprobados. Los fármacos aprobados están 

incluidos en 3 categorías: inhibidores de HDACs (iHDAC), inhibidores de DNMTs 

(iDNMT) e inhibidor de una histona lisina metiltransferasa (iEZH2) (Nepali & Liou, 2021). 

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

 

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

embargo, la toxicidad de dichos fármacos se asemeja a la de la quimioterapia convencional.  
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El uso de dosis menores conserva el efecto epigenético, disminuyendo la toxicidad de los 

mismos, aunque hasta el momento, el uso individual de dicha terapia no ha logrado los 

resultados esperados. Y si bien, el uso combinado de la terapia epigenética con otros agentes 

aún tiene resultados contrastantes, la combinación con la quimioterapia, la inmunoterapia o 

incluso el uso combinado de terapia epigenética, ha logrado disminuir la resistencia a los 

tratamientos convencionales, generar un sinergismo entre los fármacos, la posibilidad de 

tratamiento para pacientes que no son candidatos a la quimioterapia y de acuerdo a la 

dosificación, la reducción de efectos adversos. Por ejemplo, se han utilizado combinaciones 

de decitabina y vorinostat con quimioterapia en pacientes infantiles con LLA refractaria, en 

la que los pacientes vuelven a responder al tratamiento (Burke et al., 2020). Otro ejemplo, el 

uso de azacitidina para la LMA en adultos que no pueden someterse a regímenes de 

tratamiento intensivo como una alternativa de tratamiento (Schuh et al., 2017). La terapia 

epigenética aún sigue en estudio, la variación epigenética entre los distintos tipos de cáncer 

o incluso entre cada individuo puede ser esencial para el desarrollo de fármacos y estrategias 

terapéuticas en las leucemias. Una de las grandes ventajas con las que cuenta la epigenética 

es que a diferencia de las mutaciones genéticas, las alteraciones epigenéticas son reversibles, 

y esto abre la posibilidad de reprogramar el epigenoma modificado en el cáncer (Miranda-

Furtado et al., 2019).  

 
Tabla 3. Fármacos epigenéticos aprobados por la FDA para su uso en diversas neoplasias 

hematológicas. Se muestra en que tipo específico de leucemias han sido probadas. NP: no probado. 

.  
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1.2. Péptidos Antimicrobianos 

1.2.1. Características y estructura 

 

Los péptidos antimicrobianos (Antimicrobial Peptides o AMP) son moléculas 

biológicamente activas producidas por una amplia variedad de organismos como un 

componente esencial de su respuesta inmune innata. Estos péptidos proporcionan protección 

contra bacterias, hongos, parásitos y virus (Hafeez et al., 2021). Hasta el momento, se han 

descrito 3324 péptidos de diversos orígenes: bacterias (391), arqueas (5), protistas (8), 

hongos (22), plantas (364) y animales (2446), incluidos algunos péptidos sintéticos, a los que 

se les han descrito actividades adicionales como: antinflamatorios, anticancerosos, 

antidiabéticos, antimalaria, antitoxina, entre otros (antimicrobial peptides database, 

https://aps.unmc.edu/). Su tamaño oscila entre los 5 y los 100 aminoácidos, principalmente 

son catiónicos (cargas de +2 a +11) por su rico contenido de argininas y lisinas, tienen una 

proporción de alrededor del 50% de residuos hidrofóbicos, aunque también contienen 

residuos hidrofílicos, lo que los hace anfipáticos (Hafeez et al., 2021).  

 

De acuerdo a su estructura secundaria, los AMPs se pueden clasificar como: 1) α-hélice, las 

hélices suelen ser ricas en Leu, Ala, Gly y Lys y se destacan por ser los más abundantes en 

la naturaleza; 2) β-lámina, contienen al menos dos cadenas β con segmentos lineales que 

adoptan una conformación similar a una horquilla. La mayoría contienen residuos de cisteína 

que les permite formar puentes disulfuro y su estructura es rica en Leu, Ala, Gly y Lys; 3) 

αβ, formados tanto por hélices α como por láminas β; y 4) no-αβ, sin estructura de α-hélice 

y β-lámina, también son denominados péptidos lineales o de bucle y tienen un contenido de 

aminoácidos rico en Pro y Gly (Fig. 8). Además de los englobados en esta clasificación los 

AMP también pueden ser cíclicos (Hafeez et al., 2021). 
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Figura 8. Representación de la clasificación de los AMPs según su estructura secundaria. A) 
α-hélice (ejemplo: péptido LL-37), B) β-lámina (ejemplo: péptido protegrina-1), C) αβ (ejemplo: β 

defensina 2 humana) y C) no αβ (ejemplo: indolicina). Tomado de: Zhang et al (2014). 
 

1.2.2. Mecanismo de acción 

 
En cuanto a su mecanismo de acción se asume que los AMPs interaccionan con la membrana 

celular, y dependiendo del efecto sobre la misma, éstos pueden ser clasificados como: 

permeabilizadores y no permeabilizadores. Entre los mecanismos permeabilizantes se 

encuentra:  

1) El modelo de barril, en este los péptidos se agregan en la superficie de la membrana, 

se insertan y se orientan de manera vertical de tal manera que sus cadenas laterales 

no polares se dirigen al núcleo lipídico hidrofóbico de la membrana, y las superficies 

hidrofílicas de los péptidos apuntan hacia adentro y forman poros transmembrana que 

liberan el contenido intracelular y consecuentemente la muerte de la célula (Fig. 9A); 

ej. las magaininas y bacteriocinas. 

2)  En el modelo de alfombra, los péptidos inicialmente se asocian en la superficie de la 

membrana y forman una “alfombra” local, los extremos hidrofóbicos entran en 

contacto con la membrana y los hidrofílicos con el espacio extracelular. Una vez que 

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

cecropinas y la indolicina. 

3) En el modelo del poro toroidal, los péptidos agregados a la superficie de la membrana 

inducen despolarización de la membrana y forman un poro transmembrana que 

conduce a la muerte celular, durante la formación del poro las regiones polares de los 

péptidos se alinean con las partes polares de lípidos (Fig. 9C); ej. de este mecanismo: 

la lacticina, tripticina y pleurocidina. 

4) Otro mecanismo es el “modelo de electroporación”, en él se propone la formación de 

poros bajo la influencia de un campo eléctrico, esto solo ocurrirá cuando los péptidos 

tienen una densidad de carga suficiente para generar un campo eléctrico que permita 

la formación de poros en la membrana celular (Fig. 9D); ej. la polimixina B y la 

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

 

Los AMPs no ejercen su función únicamente sobre la membrana celular, son capaces de 

traspasarla, acumularse internamente y unirse a un objetivo intracelular. Los modelos 

propuestos para la internalización de los AMPs no permeabilizantes son: “modelo de 

agregado”, en él los AMPs se unen a las cabezas de los fosfolípidos, se agrupan y forman 

agregados micelares transitorios que contienen agua, estos agregados permiten la 

translocación del péptido través de la membrana. Este modelo propone que los péptidos 

forman grupos transmembrana de corta duración, lo que permite que los péptidos atraviesen 

sin causar una despolarización significativa que cause lisis celular; y el “modelo de balsa de 

hundimiento”, se propone que hay un desequilibrio de la proporción de masa por la 

preferencia de unión a un dominio lipídico particular de la membrana, este desequilibrio 

genera una desproporción que lleva a la translocación del péptido a través de un aumento en 

la curvatura de la membrana localmente (Fig. 9E). Se cree que los AMPs no están 

estructurados en solución y adquieren una conformación plegada anfipática al interaccionar 

con las membranas biológicas. Esta interacción es mediada por una atracción electrostática 

(Teixeira et al., 2012).  
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Figura 9. Mecanismo de acción permeabilizante y no permeabilizante sobre la membrana 

celular de AMPs. A) modelo de barril, B) modelo de alfombra, C) modelo de poro toroidal, D) 
modelo de electroporación y E) modelo de balsa de hundimiento. Las descripciones e la imagen se 
encuentran en el texto. Las regiones hidrofílicas e hidrofóbicas de los AMP están representadas en 
azul y rojo, respectivamente. La cabeza hidrofílica y la cola hidrofóbica están representadas en cian 

y naranja, respectivamente. Imagen modificada de Camilio (2013). 
 

1.3. Péptidos antimicrobianos de plantas 

 

Los AMPs de plantas juegan un papel fundamental en la defensa de las plantas contra 

patógenos. La mayoría tiene un peso molecular entre 2 y 10 kDa, son principalmente básicos 

y ricos en cisteínas (de 4 a 12), con las que forman puentes disulfuro que les permiten 

estabilizar su estructura y termodinámica. Son producidos en raíces, semillas, flores, tallos y 

hojas de diversas especies; se expresan de manera constitutiva o son inducidos por la 

respuesta al ataque de patógenos (Guzmán-Rodríguez et al., 2015).  
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Su clasificación está basada en la identidad de su secuencia de aminoácidos, el número y 

posición de sus cisteínas y en general por sus estructuras terciarias (Tabla 4). Sus principales 

funciones en las plantas son antibacterianas y antifúngicas, aunque también tienen funciones 

de tolerancia a metales pesados, estrés abiótico y en el desarrollo de la planta (Guzmán-

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

 
Tabla 4. Clasificación de los péptidos antimicrobianos de plantas. Adaptado de Guzmán-
Rodríguez et al. (2015). 

 
 

1.3.1. Defensinas de plantas 

1.3.1.1. Características y estructura 

 
Las defensinas de plantas son una familia de péptidos catiónicos que contienen de 45 a 54 

residuos aminoacídicos. Estas se expresan en diferentes partes de la planta como hojas, 

semillas, flores, raíces, y frutos. Su expresión es inducida por el ataque de patógenos, heridas 

y estrés abiótico. Su principal actividad es antifúngica; sin embargo, tienen actividad 

antibacteriana y antiviral. Su estructura consta de un alfa-hélice, 3 láminas beta antiparalelas, 

dispuestos en la configuración βαββ, contienen 8 cisteínas que les permite formar 4 puentes 
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disulfuro para estabilizar la estructura (Fig. 10A). Las defensinas de plantas se han clasificado 

por su estructura y la topología de sus puentes disulfuro como cis-defensinas, debido a los 

dos puentes disulfuro paralelos que unen la cadena β final (β3) a la hélice α (Fig. 10A) 

(Guzmán-Rodríguez et al., 2015; Kovaleva et al., 2020). 

 

 
Figura 10. Clasificación de las defensinas de acuerdo a su estructura secundaria. A) Esquema 

de la estructura cis de una defensina. B) Esquema tridimensional de una defensina y su 
conformación cis, en específico se muestra la defensina NaD1. En ambos casos, en azul y blanco se 
esquematizan las láminas β, mientras que en rojo se muestran las hélices α. Adaptado de Shafee et 

al (2017). 
 

Las defensinas de plantas tienen una identidad de secuencia que varía de menos del 35% a 

más del 90%. Los cisteínas que forman los ocho puentes disulfuro están conservados en las 

defensinas (C1 a C8). El número de residuos aminoacídicos entre las cisteínas C1 a C3 y C4 

a C6 cambia de 3 hasta 10 aminoácidos, mientras que el número de residuos de aminoácidos 

entre otras cisteínas se mantiene en 3, 1 y 3: C3-xxx-C4, C6 -x-C7 y C7-xxx-C8, donde x 

denota cualquier aminoácido. Así, los puentes disulfuro tienen el siguiente patrón en la 

cadena aminoacídica: C1-C8, C2-C5, C3-C6 y C4-C7 (Fig. 11). Existen algunas excepciones 

al número de puentes disulfuro, por ejemplo, la defensina PhD1 posee 10 residuos de cisteína 

para formar 5 puentes disulfuro (Kovaleva et al., 2020).  
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Figura 11. Representación esquemática de los puentes disulfuro de las defensinas de plantas. 

Las letras C indican las cisteínas en la estructura. El número conservado de aminoácidos (X: 
cualquier aminoácido) separa las cisteínas 3 y 4 (tres aminoácidos), 6 y 7 (un aminoácido) y 7 y 8 

(tres aminoácidos). Las líneas continuas en morado indican las formaciones de los puentes 
disulfuro. Adaptado de: Kovaleva et al (2020). 

 

1.3.1.2. Clasificación 

 

Las defensinas de las plantas además, se dividen en las clases I y II (Fig. 12). Estas clases 

están definidas por la estructura de sus precursores. Las defensinas de clase I contienen una 

secuencia señal del retículo endoplasmático (RE) y un dominio de defensina maduro. Estas 

defensinas son dirigidas a la vía secretora y se acumulan en las paredes celulares y el espacio 

extracelular. Por el contrario, las defensinas de clase II se producen a partir de precursores 

más grandes con una secuencia señal de RE, junto con un dominio de defensina maduro y un 

pro-dominio C-terminal que las dirige hacia la vacuola. En la vacuola se procesan 

proteolíticamente para liberar la defensina madura y se almacenan. La mayoría de las 

defensinas de clase II son producidas por especies solanáceas, donde se expresan en tejidos 

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

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

 

1.3.1.3. Actividad biológica y citotóxica 

 

El papel de las defensinas de plantas en la protección contra patógenos es principalmente 

antifúngica (como se describió anteriormente); sin embargo, participan también como 

antibacterianos, antivirales, insecticidas, en el desarrollo de la tolerancia a los metales, y 

pueden incluso jugar un papel en la reproducción de la planta (Ishaq et al., 2019). Por otra 

parte, se han descrito otras actividades biológicas para los diversos AMPs que las pone como 

un foco atractivo en la búsqueda de moléculas naturales con potencial medicinal. Se han 

descrito diversas defensinas vegetales con actividad citotóxica y anticancerosa en diversas 

líneas celulares. Por ejemplo, la sesquina (Vigna sesquipedalis) posee actividad 

antiproliferativa en células de cáncer de mama MCF-7 y de leucemia M1 (Wong & Ng, 

2005), esta fue la primera descripción de una defensina con actividad anticancerosa. Un año 

después, Wong & Ng demostraron el efecto citotóxico de la defensina lunatusina (Phaseolus 
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lunatus), ésta suprime la proliferación de la línea celular de cáncer de mama MCF-7; sin 

embargo, esta defensina también es citotóxica hacia células normales. Más tarde, se 

describieron defensinas que tienen actividad citotóxica en células cancerosas pero no en 

células normales, entre ellas una defensina de frijol (Phaseolus vulgaris) que suprime el 

crecimiento de células MCF-7, HepG2, HT-29 y Sila (Lin et al., 2009). Así como la defensina 

PaDef (Persea americana var. drymifolia), que es citotóxica para células de cáncer de mama 

MCF-7 y de leucemia (K-562 y Jurkat) (Guzmán-Rodríguez et al., 2016; Flores-Álvarez et 

al., 2018). Además, se han descrito mecanismos específicos de citotoxicidad de las 

defensinas como: necrosis, este es el caso de la defensina NaD1 (Nicotiana alata), probado 

en células de melanoma (MM170) y de leucemia (Jurkat) (Poon et al., 2014). Otro 

mecanismo descrito es el de apoptosis con defensinas como la γ-tionina en células de cáncer 

de mama MCF-7 y la defensina PaDef en células de leucemia K-562 y Jurkat (Guzmán-

Rodríguez et al. 2016; Flores-Álvarez et al., 2018). Por otra parte, se han descrito otros 

mecanismos de citotoxicidad en defensinas humanas, entre ellos: FK-16, un fragmento de la 

defensina humana LL-37, induce autofagia en células de cáncer de colón (Ren et al., 2013); 

y la β-defensina humana 2, cuyo efecto es dependiente de la concentración, suprime la 

proliferación celular mediante un arresto del ciclo celular en la fase G1/S, esto fue probado 

en las líneas celulares cancerosas A549 y A431 (Zhuravel et al., 2011). Adicionalmente, se 

sabe que las defensinas vegetales pueden tener un efecto sinérgico con los 

quimioterapéuticos, tal es el caso de la defensina γ-tionina, utilizada en combinación con 

butirato de sodio (NaB) en células Caco2, en la que se demostró que el uso combinado puede 

tener un efecto de sinergismo (Velázquez-Hernández et al., 2021). 

 

1.4. Apoptosis 

1.4.1. Definición y características  

 
La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso celular genéticamente controlado 

por el que las células inducen su muerte en respuesta a determinados estímulos. De manera 

natural, la apoptosis puede ocurrir durante el desarrollo, envejecimiento de las células y para 

mantener la homeostasis de las poblaciones de células en los tejidos. Adicionalmente, la 



 

- 35 - 
 

apoptosis puede ocurrir en respuesta al daño celular provocado por enfermedades (ej. células 

neoplásicas), por agentes tóxicos o radiación (Elmore, 2007; Pistritto et al., 2016). 

 

En la muerte celular por apoptosis, la célula “empaqueta” su contenido citoplasmático, 

evitando así que se produzca una respuesta inflamatoria (característica de la muerte por 

necrosis). En lugar de lisarse y, por lo tanto, derramar su contenido intracelular enzimático 

hacia el espacio intercelular, las células apoptóticas se encogen y se fragmentan formando 

vesículas pequeñas que contienen el material celular. De esta manera, pueden ser 

eficientemente fagocitadas y, consecuentemente, sus componentes son reutilizados por 

macrófagos o por células del tejido adyacente. 

 

1.4.2. Etapas de la apoptosis 

 
El proceso de apoptosis se desarrolla en tres etapas: 1) inducción, 2) ejecución y 3) formación 

de cuerpos apoptóticos. La inducción de apoptosis se activa mediante un estímulo o señal, 

que puede ser extracelular (mediada por receptores) o procedente de la propia célula (pérdida 

de potencial de membrana mitocondrial) (véase activación de la apoptosis). Algunos 

estímulos que pueden desencadenar la inducción son: supresión de factores de crecimiento, 

daño al DNA que no es susceptible de repararse, la unión de ligandos como CD95L ( también 

conocido como FasL) y el factor de necrosis tumoral (TNF) a sus receptores CD95 (Fas) y 

TNFR, respectivamente. La ejecución resulta de las diferentes alteraciones que conducen a 

la muerte de la célula, entre ellas se puede mencionar la contracción del citoplasma, la pérdida 

de la organización de la membrana plasmática (la fosfatidilserina se transloca al exterior de 

la célula), condensación de la cromatina que deriva en la fragmentación del DNA y la pérdida 

de la adhesión celular. Estas alteraciones son resultado de la acción de caspasas y nucleasas. 

En la última fase, la formación de cuerpos apoptóticos, la célula se destruye sin liberar su 

contenido al medio extracelular y los cuerpos apoptóticos que se forman son reconocidos y 

fagocitados por macrófagos o granulocitos (Fig. 13) (Chmurska et al., 2021). 
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Figura 13. Etapas de la apoptosis. A) Un estímulo inicial (extrínseco o intrínseco) desencadena el 
inicio de la apoptosis. B) Condensación de la cromatina, el núcleo se contrae y luego se fragmenta. 

C) Condensación del citoplasma, se crean burbujas características del proceso en la superficie 
celular. D) Formación de cuerpos apoptóticos que contienen fragmentos celulares de orgánulos, 
citoplasma y cromatina. E) Fagocitosis de los cuerpos apoptóticos por parte de los macrófagos. 

Tomada de: Chmurska et al (2021). 
 

1.4.3. Vías de inducción de la apoptosis 

 

Existen dos rutas principales a través de las cuales se puede inducir la apoptosis en la célula: 

1) la ruta de receptores de muerte o ruta extrínseca, y 2) la ruta mitocondrial o ruta intrínseca. 

Ambas vías están vinculadas y pueden influirse mutuamente.  

 

1.4.3.1. Vía de receptores de muerte o vía extrínseca 

 

La vía extrínseca o de receptores de muerte recibe señales proapoptóticas desde el exterior y 

de las células circundantes. En este proceso se involucran los receptores de la súper familia 

de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR), con sus respectivos ligandos de la 

familia de proteínas TNF. Los complejos de receptor-ligando incluyen: TNFR1-TNFα, FAS 

(CD95, APO-1)-FasL, TRAILR1 (DR4)-TRAIL y TRAILR2 (DR5)-TRAIL. Estos 

receptores tienen un dominio intracelular denominado dominio de muerte (DD), que induce 

la señalización de la apoptosis. La unión del ligando con su respectivo receptor genera 
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cambios conformacionales que revelan el DD citoplasmático que se une a las proteínas 

adaptadoras (FADD/TRADD), que a su vez secuestran las pro-caspasas 8 y 10 

(características e iniciadoras de la ruta extrínseca) formando un complejo (denominado DISC 

cuando el complejo es FASR/FasL), este complejo aumenta la concentración local de pro-

caspasas y promueve la activación de las caspasas 8 y 10 a través de su escisión. La activación 

de las caspasas iniciadoras da como resultado la activación (escisión) de las caspasas 

ejecutoras: caspasas 3, 6 y 7. La señal de activación de caspasas ejecutoras se propaga por el 

citoplasma y comienzan los cambios conformacionales característicos de la célula en la fase 

de ejecución de la apoptosis; se activan enzimas hidrolíticas como proteasas y nucleasas que 

ayudan a la desintegración de las estructuras celulares, se inactivan sistemas de reparación 

celular y se generan cambios como la fragmentación del DNA. En esta misma ruta las 

caspasas 8 y 10  pueden activar a otra proteína denominada BID, que posteriormente activa 

a las moléculas Bax y Bak, efectores de la ruta intrínseca de la apoptosis, momento en que 

convergen ambas vías de la apoptosis (Fig. 14) (Chmurska et al., 2021; Opdenbosch & 

Lamkanfi, 2019; Pistritto et al., 2016). 
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Figura 14. Vías de inducción de la apoptosis. Del lado izquierdo se muestra la ruta intrínseca de 
la apoptosis activada a través de la despolarización de la membrana mitocondrial. Por su parte, del 

lado derecho se observa la vía extrínseca de la apoptosis activada por los receptores de muerte. 
Obtenido de: BIORAD. 

 

1.4.3.2. Vía mitocondrial o intrínseca 

 
La vía de inducción mitocondrial o intrínseca puede desencadenarse como resultado de un 

incremento en la concentración de iones calcio (Ca2+), especies reactivas de oxígeno (ROS), 

hipoxia, déficit hormonal y de factores de crecimiento. Las proteínas de la familia de Bcl-2, 

en especial Bax y Bak, neutralizan a las proteínas antiapoptóticas Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1, 

regulando así la inducción de esta vía de apoptosis ejerciendo su acción sobre la mitocondria. 

La activación de proteínas pro-apoptóticas de la familia de Bcl-2 producen un poro de 

transición de permeabilidad mitocondrial (PTP) que permite la liberación de proteínas del 

espacio intermembrana; entre ellas, el citocromo c. Una vez en el citoplasma, el citocromo c 

se une a un factor proteínico denominado Apaf-1 (factor activador de la proteasa de la 

apoptosis-1) y a la pro-caspasa 9 para formar un complejo denominado “apoptosoma”. El 

apoptosoma permite la escisión de la pro-caspasa 9 para convertirla en una caspasa activa. 

Una vez activada, la caspasa-9 escinde las caspasas efectoras; la caspasa 3 y 7 activándolas, 

esto desencadena la fase efectora de la apoptosis antes descrita. Además del citocromo c, se 

liberan diversas proteínas como el factor inductor de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G, 

que se translocan al núcleo y participan en la compactación de la cromatina (Fig. 14) 

(Chmurska et al., 2021; Pistritto et al., 2016). Por otro lado, la proteína SMAC (pequeño 

activador de caspasas derivado de la mitocondria) se une a la proteína IAP (inhibidor de 

apoptosis) para desactivarlo, esta unión ocurre luego de su liberación al citoplasma. Otros 

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

 

3.4.3.3.    Efectores de apoptosis 

 

Las caspasas son proteasas de cisteína que participan en el inicio y ejecución de la apoptosis. 

Estas proteínas contienen un dominio amino-terminal seguidas de subunidades catalíticas 

grandes y pequeñas que juntas forman el dominio proteasas. En cuanto a su actividad, las 

caspasas son proteasas específicas que escinden en un residuo aminoacídico de Asp o Glu. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4925817/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4925817/figure/F1/
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De acuerdo a la función que realizan en el proceso de apoptosis, las caspasas se han 

clasificado como: caspasas iniciadoras, a la caspasa 8 (vía extrínseca) y la caspasa 9 (vía 

intrínseca), aunque existen más en esta categoría (caspasa 2, 10 y 11); y las caspasas efectoras 

que son las caspasas 3, 6 y 7. Todas las caspasas se producen como zimógenos 

catalíticamente inactivos y deben sufrir una proteólisis para ser activadas. Las caspasas 

efectoras se activan a través de las caspasas iniciadoras, por su parte, las caspasas iniciadoras 

se autoactivan generalmente al estar asociadas a un complejo proteínico (ej. caspasa 8 a DISC 

y caspasa 9 a apoptosoma). Los sustratos celulares conocidos de las caspasas ejecutoras 

incluyen: componentes estructurales (actina, lámina nuclear), proteínas reguladoras (cinasas 

dependientes de DNA), inhibidores de desoxirribonucleasa y otras proteínas caspasas para 

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

 

Otros efectores de apoptosis son la familia de proteínas Bcl-2, que son los responsables de la 

regulación de la apoptosis. Se clasifican como antiapoptóticos y proapoptóticos de acuerdo 

a la función que realizan. Esta clasificación también está basada en los dominios que 

contienen las proteínas. Los miembros antiapoptóticos contienen 4 dominios de homología 

BH. Por su parte, los miembros proapoptóticos se clasifican en dos familias por la similitud 

de su secuencia en la forma de dominios BH (homología Bcl-2): los que contienen 3 dominios 

de homología BH (multidominio) y los que solo poseen el dominio BH3. Estas proteínas 

contienen también un dominio hidrofóbico C-terminal (TM) que les ayuda a asociarse con la 

membrana mitocondrial (Parsons & Green, 2010) (Fig. 15).  
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.  

Figura 15. Miembros de la familia Bcl-2. A) miembros antiapoptóticos, B) miembros 
proapoptóticos. Se ilustran diagramas esquemáticos de los grupos divididos por función 

(proapoptóticos y antiapoptóticos) así como por el número de dominios que presenta su estructura 
(BH y TM). Adaptado de: Parsons & Green (2010). 

 

1.4.4. La apoptosis y el cáncer 

 

Las desregulación en la apoptosis (resistencia a la muerte celular) es un sello distintivo del 

cáncer (véase sección de cáncer). Las alteraciones en la apoptosis participan en el desarrollo 

y progresión del tumor, pero también, en la resistencia del cáncer las terapias. Las 

alteraciones en la apoptosis pueden incluir: alteraciones en los receptores de muerte (ej. 

pérdida de FASR), alteración en la expresión de las proteínas proapoptóticas y 

antiapoptóticas (sobreexpresión de proteínas antiapoptóticas y regulación a la baja de 

proteínas proapoptóticas), función reducida de las caspasas o alteraciones en p53. La 

restauración de las vías apoptóticas es uno de los atractivos en la búsqueda de terapias contra 

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

 

Hasta el momento, se han reportado 3324 péptidos, de los cuales 262 (7.8%) tienen actividad 

citotóxica. En nuestro grupo de trabajo, se han estudiado dos péptidos antimicrobianos con 

efecto citotóxico, en específico dos defensinas de plantas: γ-tionina, una defensina de chile 

habanero (Capsicum chinense), y PaDef, una defensina de aguacate (Persea americana var. 

drimyfolia). PaDef presenta actividad citotóxica en células de cáncer de mama (MCF-7) y en 

células de leucemia mieloide aguda K-562, en ambos casos a través de un proceso de tipo 

apoptótico. PaDef desencadena la apoptosis intrínseca en las células MCF7, mientras que en 

la línea K-562 se desencadena la apoptosis a través de la vía extrínseca. Además, se demostró 

que el efecto citotóxico de PaDef es selectivo, es decir, que el péptido es citotóxico en células 

cancerosas, pero no en células normales. Esto fue demostrado en células mononucleares de 

sangre periférica, en la que los tratamientos con PaDef en concentraciones crecientes no 

afectaron la viabilidad celular (Flores-Álvarez et al., 2018; Guzmán-Rodríguez et al., 2016).  

 

En cuanto al efecto citotóxico de la defensina γ-tionina, esta se probó en células de cáncer de 

mama (MCF-7), en la línea de leucemia mieloide crónica (K-562) y en una línea de leucemia 

linfoide aguda (Jurkat). Al igual que PaDef, γ-tionina produce la muerte celular a través de 

un proceso de tipo apoptótico, inducido por la vía intrínseca para MCF-7 y Jurkat, mientras 

que para K-562 fue a través de un proceso dependiente de calpaínas (Guzmán-Rodríguez, 

2016; Flores-Álvarez, 2018). Por otra parte, también se ha probado el efecto combinado de 

γ-tionina con butirato de sodio (NaB) en células de cáncer de colón (Caco-2), en la que se 

observó que el efecto combinado del péptido con NaB mejora la actividad citotóxica del 

ácido graso en dicha línea celular (Velázquez-Hernández et al., 2021). Además, se determinó 

que la actividad citotóxica de γ-tionina en células de cáncer de mama (MCF-7) está asociada 

a cambios epigenéticos, se observó que el tratamiento con γ-tionina inhibe la actividad de 

HDACs y como consecuencia se incrementan los niveles de acetilación de la lisina 9 (K9) en 

la histona 3 (Arceo-Martínez et al., 2018). Este fue el primer reporte de una defensina de 

plantas cuyo efecto epigenético se asoció a su actividad citotóxica en células de cáncer.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 
El cáncer sigue siendo un importante problema de salud a nivel mundial. En el 2020, de 

acuerdo con el GLOBOCAN, se reportaron 19.3 millones de nuevos casos de cáncer a nivel 

mundial y casi 10 millones de muertes por esta misma causa (Sung et al., 2021). En las 

leucemias, el reporte para 2020 indica que ubican en el decimoquinto lugar en incidencia de 

cáncer y el undécimo lugar en mortalidad a nivel mundial. De las muertes observadas por 

leucemia, más de la mitad (57.56%) se produjeron en pacientes mayores de 60 años. Por otro 

lado, para la población infantil las leucemias son el cáncer con mayor incidencia en menores 

de 5 años, con el mayor porcentaje de muertes por cáncer para esta población. El progreso 

en el tratamiento para las leucemias ha sido considerable, debido a que se ha mejorado la 

estandarización de los regímenes de quimioterapia, y que se han desarrollado nuevas 

alternativas para tratar a los pacientes con leucemias; por ejemplo, el desarrollo de terapias 

dirigidas, el uso de anticuerpos o la terapia epigenética (Du et al., 2022). Sin embargo, no 

toda la población de pacientes con leucemia es candidata al régimen completo de 

quimioterapia (sobre todo adultos mayores), esto limita la respuesta a la terapia; además, 

tanto la quimioterapia, como las terapias usadas hasta el momento, incluidas las terapias 

epigenéticas, son altamente tóxicas. Otro problema a enfrentar es la resistencia a los 

tratamientos convencionales, la cual es recurrente en los pacientes con leucemia, esto 

representa también un obstáculo en la recuperación. Esto indica que la prioridad en la 

búsqueda de moléculas antileucémicas está en la disminución o eliminación de los efectos 

tóxicos, así como la búsqueda de moléculas que ayuden a revertir o evitar la resistencia a los 

fármacos convencionales. Una opción atractiva, es el uso de péptidos antimicrobianos 

(Madera & Hoskin, 2016). Estos poseen diversas ventajas frente a los tratamientos 

convencionales: pueden presentar toxicidad selectiva frente a células cancerosas (Flores-

Alvarez et al., 2018; Guzmán-Rodríguez et al., 2016); otra ventaja es que son menos 

susceptibles a los mecanismos de resistencia (El Shazely et al., 2020); pueden mejorar la 

actividad de otras moléculas al usarse en combinación (Velázquez-Hernández et al., 2021); 

y en algunos casos los mecanismos de muerte que activan son de tipo apoptótico, esto es 

deseable, ya que evitan los procesos inflamatorios producidos por la lisis celular (Adeyinka  

& Bashir, 2022). Asimismo, existe un reporte directo de nuestro grupo de trabajo en el que 
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se determinó que el efecto citotóxico del péptido γ-tionina está asociado a modificaciones 

epigenéticas globales en la histona 3 (Arceo-Martínez et al., 2018). Esto representa una 

ventaja ya que las células cancerosas tienen una alta frecuencia de alteraciones epigenéticas, 

y a diferencia de las mutaciones genéticas, las alteraciones epigenéticas son reversibles, esto 

implica que las células cancerosas son vulnerables al tratamiento con modificadores 

epigenéticos. Además, la combinación de fármacos epigenéticos con otras terapias ha surgido 

como una estrategia atractiva para el tratamiento del cáncer. La combinación de 

quimioterapia y terapia epigenética ha logrado mejorar la respuesta a la quimioterapia y 

disminuir la resistencia a los fármacos de la quimioterapia, así como a los fármacos dirigidos; 

el uso combinado de terapia epigenética genera un efecto sinérgico, y es prometedor en 

pacientes con leucemia que no son candidatos a la quimioterapia. En la terapia 

inmunomoduladora se pueden evitar las presentaciones alteradas de antígeno o las respuestas 

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

De Carvalho, 2022). 

 

De tal forma que, en la búsqueda de alternativas terapéuticas para las leucemias, las 

moléculas naturales con efectos citotóxicos y epigenéticos en células cancerosas, resultan 

una atractiva alternativa de estudio. Para tal efecto, un primer acercamiento es determinar si 

el efecto citotóxico de γ-tionina y PaDef en las líneas de leucemias K-562 y Jurkat está 

asociado a la regulación de modificaciones epigenéticas en las histonas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 44 - 
 

 

4. HIPÓTESIS 

 

El efecto citotóxico de los péptidos antimicrobianos γ-tionina y PaDef sobre las células de 

leucemia linfoide aguda Jurkat y de leucemia mieloide crónica K-562, está asociado a 

modificaciones epigenéticas en las histona 3. 

 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar las modificaciones epigenéticas asociadas a la actividad citotóxica de los 

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

 

5.1. Objetivos específicos 

 

1. Establecer el mecanismo de acción citotóxico del péptido antimicrobiano PaDef en 

la línea celular Jurkat. 

 

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

γ-tionina y PaDef en las líneas celulares Jurkat y K-562. 

 

3. Analizar los cambios en la actividad enzimática de los modificadores epigenéticos 

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

Jurkat y K-562. 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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7. RESULTADOS 

 

Los se resultados se presentan en 3 capítulos: 

 

a) Capítulo 1 corresponde al artículo de investigación original 

 

Jiménez-Alcántar P., López-Gómez R., López-Meza J.E. and Ochoa-Zarzosa A. (2022). 

PaDef (Persea americana var. drymifolia), a plant antimicrobial peptide, triggers apoptosis, 

and induces global epigenetic modifications on histone 3 in an acute lymphoid leukemia cell 

line. Frontiers in Molecular Bioscience. 9: 801816. 

https://doi.org/10.3389/fmolb.2022.801816 

 

b) Capítulo 2 actividad epigenética de γ-tionina en las línea celular K-562 y Jurkat. 

 

Cytotoxic effect of the antimicrobial peptide γ-thionin (Capsicum chinense) is associated 

with global epigenetic modifications in histone 3 in a chronic myeloid leukemia line and an 

acute lymphoid leukemia cell line. 

 

c) Capítulo 3 artículo de divulgación  

 

Jiménez-Alcántar P. & Ochoa-Zarzosa A. (2020) Obesidad: ¿Cómo afecta nuestra salud lo 

que mamá comió durante el embarazo?. Milenaria Ciencia y Arte. Revista de divulgación de 

la facultad de salud pública y enfermería de la Universidad Michoacana de San Nicolás de 

Hidalgo. Año 9, número 15. ISSN: 2395-9436. 
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7.1. CAPÍTULO 1. 

PaDef (Persea americana var. drymifolia), a plant antimicrobial peptide, triggers 

apoptosis, and induces global epigenetic modifications on histone 3 in an acute 

lymphoid leukemia cell line 
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COMPLEMENTARY RESULTS  

 

As part of the activation of apoptosis through the intrinsic pathway, we evaluated the 

expression of pro-apoptotic and anti-apoptotic genes of the Bcl-2 family. Figure 1SA shows 

the expression of genes corresponding to the anti-apoptotic members of the Bcl-2 family 

(Bcl-2, Bcl-w, and Mcl-1). We observed an increase in the expression of Mcl-1 (~ 2.5-fold). 

However, anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Mcl-1 analyzed by Western blotting were not 

modified (Figure 1SB). 

 

Also, the expression of pro-apoptotic genes of the Bcl-2 family was analyzed. These were 

classified as multidomain (Bak, Bax, and Bok) and those containing only the BH3 domain 

(Bid, Bim, Bik, and Bad). The results showed that PaDef increases the expression of the 

multidomain gene Bax and the single BH3 domain gene Bik (Figure 1SC and D).  
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Figure 1S. PaDef induces the expression of pro-apoptotic Bcl-2 family genes in the Jurkat cell 

line. Cells were treated with PaDef IC50 (47.3 μM) or vehicle (DMSO 0.98%) for 24 h. mRNA 
expression was analyzed by RT-qPCR. Each bar shows the mean of triplicates ± SE of three 
independent experiments. Fold-change values greater than 2 or less than 0.5 were considered 

significant for differentially expressed mRNAs. 
 
 

In addition, we analyzed whether the cytotoxic effect of PaDef could be related to cell cycle 

modifications; this assay was performed through flow cytometry. Jurkat cells were treated 

for 24 h with γ-thionin (47.3 μM), vehicle (DMSO, 0.98 %), or Act-D (0.5 μM). The results 

showed that PaDef does not affect the cell cycle (Figure 2S).  
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Figure S2. PaDef treatment does not affect cell cycle phases in Jurkat acute lymphoid 

leukemia cells. Cells were treated with PaDef (47.3 μM), vehicle (DMSO, 0.98 %), or actinomycin 
D (Act-D, 0.5 μM) for 24 h. Cells were analyzed by flow cytometry with the BD Cycletest Plus 

DNA kit following the manufacturer's instructions. Two independent experiments were performed 
in duplicate. Data were compared using one-way ANOVA and Tukey post hoc test (P<0.05). 

 

Previous experiments showed that PaDef treatment of Jurkat cells inhibits the activity of 

HDACs (Jiménez-Alcántar et al., 2022). However, it is unknown if this inhibition results 

from direct interaction between these proteins or if there is some other mechanisms of 

inhibition. Therefore, the coupling potential of class I HDACs (HDAC 1, 2, 3, and 8) with 

PaDef was analyzed in silico using the Autodock vina program. The results indicate that 

PaDef can bind to class I HDACs with binding free energies (ΔG) from -11 to -13.5 kcal/mol 

(Figure S3).  

 

 
Figure S3. Representative crystal structures of HDAC/PaDef binding and binding free 

energies. The figure shows the binding free energies (ΔG) of 9 of the possible binding sites of 
PaDef with class I HDAC (HDAC 1, 2, 3, and 8). Three-dimensional structures of the possible 
binding corresponding to the most favorable ΔG are shown. The co-crystal complex of human 
HDAC1 (PDB code: 4bkx.1.B), HDAC2 (PDB code: 3MAX), HDAC3 (PDB code:4a69) and 

HDAC8 (PDB code: 1t64) was retrieved from the PDB database. The receptor was prepared using 
the standard protocol Autodock tools. The water molecules were removed, and hydrogen atoms 

were added to the protein structure. The peptide was also prepared for the ligand by Autodock tools 
removing their torsions. The files were saved in pdbqt format for analysis. The molecular docking 

was carried out on Autodock vina. 
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Finally, to determine if the increase in histone 3 methylation marks in PaDef treated-Jurkat 

cells (Jiménez-Alcántar et al., 2022) correlates with the activity of enzymes responsible of 

removing histone methylation marks, the activity of LDS1 or KDM1A (lysine demethylase 

1A) and the Jumonji histone demethylase JMJD2A or KDM4A (lysine demethylase 4A) was 

assessed. Results showed that there was no change in the enzymatic activity (Figure S4).  

 

 
Figure S4. Histone demethylase activity in acute lymphoid leukemia cell line Jurkat treated 

with PaDef. A) Histone demethylase LDS1 or KDM1A and B) histone demethylase JMJD2A or 
KDM4A. Jurkat lysates were obtained at 24 h of treatment with PaDef (47.3 μM) and were 

incubated with the substrates for LSD1 and Jumonji demethylases (JMJD). Each bar shows the 
mean HDM activity of cell lysates from one experiment ± SD in duplicate (n = 2). The expression 

of control cells (vehicle, DMSO 1 %) was considered as 1 (data normalized). 
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7.2. CAPÍTULO 2. 

The antimicrobial peptide γ-thionin (Capsicum chinense) cytotoxic effect in chronic 

myeloid leukemia and an acute lymphoid leukemia cell lines is associated with 

global epigenetic modifications in histone 3 
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Abstract: 

 

During the last decades, there has been a progressive increase in the efficacy of oncological 

treatments, including treatments for leukemias, which have increased the survival rate of 

patients. However, treatments are often associated with a series of toxic or side effects that 

negatively influence patient’s quality of life. Also, treatment resistance in patients with 

leukemia is a recurrent problem that impedes recovery. In this sense, the search for molecules 

preventing the development of drug resistance or that reverse the epigenetic alterations 

responsible for the development of resistance to treatments is relevant to improving the 

leukemia treatments. An attractive alternative is antimicrobial peptides, such as the defensin 

γ-thionin, which has cytotoxic activity on various cancer cell lines (MCF-7, Caco 2, Jurkat, 

and K-562). Furthermore, the γ-thionin cytotoxic effect on MCF-7 cells was associated with 

epigenetic modifications. In this work, we demonstrated that the cytotoxic activity of γ-

thionin in the chronic myeloid leukemia cell line K-562 and acute lymphoid leukemia cell 

line Jurkat is related to global epigenetic modifications in histone 3. We found an increase in 

global acetylation (∼2-fold, for both cell lines) and specific acetylation marks at lysine 9 

(H3K9Ac) (∼ 1.5-fold, for both cell lines). In addition, γ-thionin also increased lysine 9 

methylation marks. The dimethylation mark (H3K9me2) was increased ∼3-fold in the Jurkat 

cell line and ∼2-fold in the K-562 cell line, while the trimethylation mark (H3K9me3) was 

increased ∼2-fold in both cell lines. These data suggest that the epigenetic modulation in 

histone 3 caused by γ-thionin is associated with its cytotoxic activity in leukemia cells. 

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

 

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

defensin 
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1. Introduction 

 

In recent years, it has been recognized that genetic and epigenetic alterations play a 

fundamental role in initiating, developing, and maintaining neoplasms such as leukemias. 

Furthermore, epigenetic alterations are dynamic and reversible, which has led to the search 

and development of novel therapies against cancer (Fardi et al., 2018). These therapies aim 

to restore normal epigenetic patterns in neoplastic cells and reduce the occurrence of 

resistance to conventional treatments such as chemotherapies and clinical recurrence by 

simultaneously impacting different cellular pathways. However, most of the available 

epigenetic therapies are nonspecific and show considerable toxicity affecting patients' health 

directly (Bojang & Ramos, 2013). Therefore, deepening the knowledge of epigenetic 

alterations in neoplasms and searching for molecules that target epigenetic modifications is 

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

 

Some antimicrobial peptides of diverse origins, including plant defensins, have been 

described with cytotoxic activity on cancer cells, including leukemia cell lines. These 

molecules have an attractive potential as alternative cancer therapies since they are selective 

toward cancer cells (Guzmán-Rodríguez et al.; 2016). However, whether antimicrobial 

peptides' cytotoxic effect in cancer cell lines was related to global histone epigenetic 

modifications is unknown. Our working group demonstrated that a plant antimicrobial 

peptide, defensin γ-thionin, induces apoptosis in the breast cancer cell line MCF-7. 

Furthermore, this effect was associated with epigenetic modifications in histone 3, 

specifically in the H3K9Ac mark (Arceo-Martínez et al., 2018). Also, γ-thionin was 

cytotoxic for K-562 and Jurkat leukemia cell lines through apoptosis. In K-562, apoptosis 

was activated by a calpain-dependent pathway; meanwhile, in the Jurkat cell line was 

triggered by the intrinsic or mitochondrial pathway (Flores-Álvarez, 2018). However, 

whether this effect was also related to global epigenetic modifications was unknown. In this 

work, we demonstrate that γ-thionin induces global epigenetic changes in histone 3, and these 

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

 

2.1. Peptide 

 

The peptide used in this work corresponds to the mature region of γ-thionin 

(QNNICKTTSKHFKGLCFADSKCRKVCIQEDKFEDGHCSKLQRKCLCTKNC, 50 aa), 

(Genbank AF128239.1). This peptide was chemically synthesized and obtained from 

BIOMATIK. The peptide at 962 μM was resuspended in 20% dimethyl sulfoxide (DMSO) 

and then air oxidized for 5 days at room temperature for disulfide bond formation. The final 

concentration of vehicle (DMSO) for all of the experiments was 0.98%, which was used as 

a control. The peptide was used in a concentration range of 9.6–58 μM, in agreement with 

the results observed from a previous study in the leukemia cell line K-562 (Flores-Alvarez et 

al., 2018). 

 

2.2. Cells cultures 

 

The Human K-562 cell line and the human Jurkat cell line were obtained from American 

Type Culture Collection (ATCC). Cells were cultured in RPMI-1640 medium (Sigma) 

supplemented with 12.5% fetal bovine serum (v/v) (FBS, Corning) and 100 U/mL penicillin 

and streptomycin (Gibco), in an atmosphere of 5% CO2 and at 37°C. 

 

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

concentration (IC50) 

 

K-562 cells and Jurkat cells (2×104 cells/well) were cultured in 96-well plates and 

synchronized in RPMI-1640 medium by serum deprivation for approximately 18 h. Cells 

were then treated with γ-thionin peptide 9.6–58 μM and DMSO (1.16%, control for K-562 

cells and 1% for Jurkat cells) and incubated for 24 h as reported (Flores-Alvarez et al., 2018). 

After incubation with the treatments, 10 μL of MTT solution (5 mg/mL, Sigma) in phosphate-

buffered saline (PBS 138mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4, and 10mM KH2PO4) was 

added to each well and incubated for 4 h at 37°C. Finally, formazan crystals were dissolved 
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with acidic isopropanol (100 μL, 95% isopropanol, and 5% 1N HCl). Absorbance 

measurements were performed in a microplate reader (Bio-Rad) at 595 nm. Actinomycin D 

(Act-D, 24 μM for K-562 cells and 0.5μM for Jurkat cells,) (Cayman Chemical) was used as 

a positive control for cell death. The half-maximal inhibitory concentration (IC50) was 

calculated by linear regression analysis using the program GraphPad Prism 8. IC50 was 

corroborated by flow cytometric assay using thiazole orange fluorescent and propidium 

iodide for nucleic acid staining (Invitrogen). For the assay, 8×104 cells/well were cultured in 

24-well plates and synchronized with serum-free RPMI-1640 medium for 18 h and then 

treated for 24 h with the IC50 and with vehicle (DMSO 1.16% for K-562 cells or 1% for 

Jurkat cells). Finally, cells were stained with the fluorochromes according to the 

manufacturer’s instructions and analyzed in a BD Accuri™ C6 cytometer (BD Biosciences). 

The IC50 corroborated in this assay was used for the rest of the experiments. 

 

2.4 Histone extraction and western blot analysis 

 

Cells (1×106 cells) were synchronized for 18 h by serum deprivation, then treated with γ-

thionin 50.3 μM for K-562 cells and 47 μM for Jurkat cells,  and vehicle (DMSO 1.16% for 

K-562 cells and 1% for Jurkat cells) for 24 h. Then, they were washed 2 times with cold PBS 

and proceeded to histone extraction by acid extraction (Salgado-Lora et al., 2020). For this, 

the cells were resuspended in 1.5 mL of H-lysis solution (0.25M sucrose, 3 mM CaCl2, 1mM 

Tris pH 8, and 0.5% NP-40) and shook. Subsequently, the cell pellet was washed with 1 mL 

of H-wash solution (300mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5mM DTT and 0.5% NP-40). Histone 

extraction was performed with the addition of 200 μL of H-extraction solution (0.5 M HCl, 

10% glycerol, and 0.1M 2-mercaptoethylamine-HCl), incubated on ice for 30 min. Further, 

cells were centrifuged at 13,000 rpm for 10 min at 4°C, the supernatant was recovered, and 

cold acetone was added 1:5 ratio. Histones were allowed to precipitate for 5 days under 

refrigeration. The precipitate was recovered by centrifugation (13,000 rpm for 10 min), 

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

 

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

PAGE gel and then transferred to a PVDF membrane using a semi-dry transfer unit (Fisher 
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Scientific). For this, the gel was equilibrated for 15 min in transfer solution III (0.3M Tris 

pH 10.4) and the membrane (previously hydrated in methanol) in solution II (0.25M Tris pH 

10.4). The transfer sandwich was assembled and allowed to run at 15 V for 1 h. The 

membranes were then blocked with 5% nonfat dry milk powder dissolved in cold PBS and 

left at 4°C overnight. The membranes were washed three times with cold TBS, and then the 

primary antibody (1:1,000) was added and incubated at 4°C overnight. The following 

antibodies against specific histone modifications were used: global acetylation (H3K9, K14, 

K18, K23, K27) (Abcam ab47915), H3K9ac (Abcam, ab10812), for acetylation, H3K9me2 

(Abcam Ab1220), and H3K9me3 (Abcam, ab8898) for di- and tri-methylation, respectively. 

Antibody for histone H3 (Abcam, ab1791) was used for loading control. Subsequently, the 

membranes were incubated for 2 h at 4°C with horseradish peroxidase-coupled anti-IgG 

secondary antibody (1:3,000) (Cell Signaling Technology). The membranes were washed 

three times, and 100 μL of Western ECL substrate was added. Finally, the membranes were 

placed between two plastic sheets and exposed to an X-ray plate. The plate was manually 

developed in the dark. The intensity of the signals was quantified by densitometry with 

ImageJ software. Sodium butyrate (3.5 mM) was used as a positive control for H3K9 

acetylation induction and negative for H3K9me2/3 methylation induction. Data were 

normalized based on H3 and presented as the relative level of expression for the vehicle. 

 

2.5 Histone demethylase (HDM) activity assay 

 

We employed a kit from Thermo Fisher (Cat. EIAHDMF) to measure the activity of LSD1 

and Jumonji family demethylases (HDMs) in K-562 cells treated with the peptide γ-thionin 

(50.3 μM for K-562 cells and 47 μM for Jurkat cells) and vehicle (DMSO, 1.16% for K-562 

cells and 1% for Jurkat cells). Cells were grown in plates of 96 wells and treated as γ-thionin 

for 24h. Cell lysates were obtained with 25 μL of the Tris-based buffer for cell lysis provided 

with the kit. Then, we added the enzymatic reaction mix (supplied with the kit) containing 

25 μL of JMJD2A (Jumonji family enzyme) to 50 μL of a 2mM ascorbate, 100μM FeSO4 

solution, and 25 μL of a specific sequence of Histone H3 with the trimethylated lysine at 

amino acid 9 (H3K9me3) containing 2mM alpha-ketoglutarate plus all cofactors and 

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

30min at 37◦C. A standard curve with formaldehyde was running in parallel. Demethylase 

reaction final volume was 100 μL in each well. The product of the enzymatic demethylation 

reactions is formaldehyde, which was quantitated directly by a fluorescent product with a 

Varioskan (Thermo Scientific) plate reader (450 nm excitation, 510 nm emission). HDM 

activity was calculated considering the effect of the vehicle as basal activity (normalized to 

1-fold). 

 

2.6. Statistical analysis 

 

Viability assays were analyzed with PRISM 8.0.2 software by performing a one-way analysis 

of variance (one-way ANOVA) and using the post hoc Tukey test. The results are reported 

as the mean ± the standard errors (SE), and the significance level was set at p ≤ 0.05. On the 

other hand, the Student’s t-test was used for western blot analysis with a significance level 

of p ≤ 0.05. 

 

 

3. Results 

 

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

leukemia cells and Jurkat acute lymphoid leukemia 

 

The effect of γ-thionin on the viability of the K-562 and Jurkat cell lines was analyzed by 

MTT assay. Increasing peptide concentrations (9.6, 19.2, 38.5, and 58 μM) were used for 24 

h. Figure 1A and 2A show that the cytotoxic effect of the peptide on the K-562 and Jurkat 

cell lines was in a concentration-dependent manner. From these results, the half-maximal 

inhibitory concentration (IC50) calculated was 50.3 μM for the K-562 cell line (figure 1B) 

and 47 μM for the Jurkat cell line (figure 2B) and corroborated by flow cytometry (figure 1C 

and 2C). Therefore, for the rest of the experiments, the IC50 value was used. Also, cell 

morphology was analyzed by microscopy, and evident alterations were observed in both cells 

treated with γ-thionin and actinomycin D (figures 1D and 2D). 
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Figure 1. The antimicrobial peptide γ-thionin is cytotoxic to K-562 chronic myeloid leukemia 

cells. (A) Effect of γ-thionin on the viability of K-562 cells. Cells were treated with increasing peptide 
concentrations (9.6, 19.2, 38.5, and 58 μM) for 24 h and analyzed by MTT. The data show the 
percentage of cell viability. DMSO (1.16%) was used as a vehicle and actinomycin D 24 μM (Act-
D) as a positive control of death. Data represent the mean of three independent experiments performed 
in triplicate. Different letters denote significant differences within the treatments (one-way ANOVA 
and Tukey´s comparison, p ≤ 0.05). (B) The half-maximal inhibitory concentration (IC50) was 
calculated by linear regression analysis; IC50: 50.3 μM; R2= 0.9169. (C) Evaluation of γ-thionin IC50 
by flow cytometry. DMSO (1.16%) was used as a vehicle and EDTA 15 mM as a positive death 
control. Representative plots of the different treatment conditions are shown. Cells were treated as 
described in the MTT assay, and 10,000 events were analyzed. (D) Cell morphology of K-562 after 
24 h of treatment. Representative photographs taken by light-field microscopy are shown. Vehicle 
(DMSO 1.16%), PaDef 50.3 μM, and actinomycin D (Act-D) 24 μM. Scale bar 20 μM. 
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Figure 2. The antimicrobial peptide γ-thionin is cytotoxic to Jurkat acute lymphoid leukemia 

cells. (A) Effect of γ-thionin on the viability of Jurkat cells. Cells were treated under increasing 
peptide concentrations (9.6, 19.2, 38.5, and 58 μM) for 24 h and analyzed by MTT. The data show 
the percentage of cell viability. DMSO (1 %) was used as a vehicle and actinomycin D 0.5 μM (Act-
D) as a positive control of death. Data represent the mean of three independent experiments performed 
in triplicate. Different letters denote significant differences within the treatments (one-way ANOVA 
and Tukey´s comparison, p ≤ 0.05). (B) The half-maximal inhibitory concentration (IC50) was 
calculated by linear regression analysis; IC50: 47 μM; R2= 0.9427. (C) Evaluation of γ-thionin IC50 by 
flow cytometry. DMSO (1%) was used as a vehicle and EDTA 15 mM as a positive death control. 
Representative plots of the different treatment conditions are shown. Cells were treated as described 
in the MTT assay, and 10,000 events were analyzed. (D) Cell morphology of Jurkat after 24 h of 
treatment. Representative photographs taken by light-field microscopy are shown. Vehicle (DMSO 1 
%), PaDef 47 μM and actinomycin D (Act-D) 0.5 μM. Scale bar 20 μM. 
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3.1.   γ-thionin induces global epigenetic modifications in histone 3 in the K-562 

and Jurkat cell lines 

 

We analyze whether the cytotoxic effect of γ-thionin on the leukemia cell lines K562 and 

Jurkat was related to epigenetic modifications. The following epigenetic marks on histone 3 

were analyzed: global acetylation (H3K9, K14, K18, K23, K27), lysine 9 acetylation 

(H3K9Ac), lysine 9 trimethylation (H3K9me3), lysine 9 dimethylation (H3K9me2), lysine 4 

trimethylation (H3K4me3) and serine 10 phosphorylation (H3S10P). The results showed that 

in the K-562cell line, γ-thionin up-regulates (∼ 2-fold) the global H3 acetylation (figure 3A) 

and the H3K9Ac marks (∼ 1.5-fold) (figure 3B). Besides, in the Jurkat cell line, γ-thionin 

up-regulates (∼ 2-fold) the global H3 acetylation (figure 3A) and the H3K9Ac marks (∼ 1.5-

fold) (figure 3B). 

 

In addition, γ-thionin increases histone 3 lysine 9 (H3K9me) methylation marks. 

Furthermore, it up-regulates ∼2-fold dimethylation and trimethylation marks (figure 4A and 

B, respectively) in the K-562 cell line. Also, γ-thionin in Jurkat cells increases ~ 3-fold the 

H3K9me2 mark and ~ 2-fold the H3K9me3 mark (figure 4A and B, respectively). 
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Figure 3. γ-thionin treatment increases histone 3 acetylation in chronic myeloid leukemia line 

K-562 and acute lymphoid leukemia Jurkat. A) Global acetylation marks (H3K9, K14, K18, K23, 
K27) and B) Acetylation mark of lysine 9 (H3K9Ac). A representative Western blot image is shown 
at the top of each section. Histones were extracted from cells treated for 24 h with γ-thionin (50.3 μM 
for K-562 and 47 μM for Jurkat), vehicle (DMSO, 1.16 % for K-562 and 1 % for Jurkat). Proteins 
were separated by SDS-PAGE and Western transfer assays were performed. Densitometric analysis 
plots corresponding to Western blot are shown at the bottom of each section. Histone 3 levels were 



 

- 77 - 
 

used as a loading control. Values of γ-thionin were normalized to the vehicle (DMSO), and NaB 
values were normalized to untreated cells (negative). p ≤ 0.05 indicate significant statistical 
differences based on Student's t-test concerning the vehicle. n= 3. Values represent the mean ± SE of 
three independent experiments.  
 

 

 
Figure 4. γ-thionin treatment increases histone 3 methylation in the chronic myeloid leukemia 

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

inhibition of activity of histone demethylases (HDM) enzymes (enzymes responsible for 

removing methylation marks on histones), the activity of two histone demethylases was 

assessed: LDS1 or KDM1A (lysine demethylase 1A) and the Jumonji histone demethylase 

JMJD2A or KDM4A (lysine demethylase 4A). In both cases, K-562 and Jurkat cells were 

treated for 24 h with γ-thionin and vehicle (DMSO). Then the corresponding lysates were 

obtained to measure the activity of the demethylases. Depending on the case, the results show 

15 to 20% inhibition of demethylases (figure 5). The only issue that remained without 

apparent changes was the activity of the enzyme LDS1 in the Jurkat cells treated with γ-

thionin. However, since this was a single duplicate experiment, it is necessary to re-evaluate 

the activity of these demethylases to corroborate the significance of the decrease in activity. 

 

 
Figure 5. The activity of histone deacetylases in chronic myeloid leukemia K-562 and acute 

lymphoid leukemia Jurkat cells treated with γ-thionin. A/B) Histone demethylase LDS1 or 
KDM1A and histone demethylase JMJD2A or KDM4A. Lysates were extracted from cells treated 24 
h with γ-thionin (50.3 μM for K-562 and 47 μM for Jurkat), vehicle (DMSO, 1.16 % for K-562 and 
1 % for Jurkat) and were incubated with the substrates for LSD1 and Jumonji demethylases (JMJD). 
Each bar shows the mean of HDM activity of cell lysates from one experiment ± SE which were run 
in duplicate (n = 2), considering the expression of control cells (vehicle) as 1 (data normalized). 

 

 

Additionally, two more epigenetic marks on histone 3 were analyzed: trimethylation of lysine 

K4 (H3K4me3) and phosphorylation of serine 10 (H3S10P). However, treatment with γ-

thionin did not modify these marks in the both cell lines (figure 6). 
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Figure 6. γ-thionin treatment does not modify lysine 4 methylation marks or histone 3 serine 10 

phosphorylation in chronic myeloid leukemia K-562 and acute lymphoid leukemia Jurkat cells.  

A) Lysine 4 trimethylation mark (H3K4me3) and B) Serine 10 phosphorylation mark (H3S10P). A 
representative Western blot image is shown at the top of each section. Histones were extracted from 
cells treated for 24 h with γ-thionin (50.3 μM for K-562 and 47 μM for Jurkat), vehicle (DMSO, 1.16 
% for K-562 and 1 % for Jurkat). Proteins were then separated by SDS-PAGE and Western transfer 
assays were performed. Densitometric analysis plots corresponding to Western transfer analysis are 
shown at the bottom of each section. H3 levels were used as a loading control. Values of γ-thionin 
were normalized to the vehicle (DMSO), and NaB values were normalized to untreated cells 
(negative). n= 3. Values represent the mean ± SE of three independent experiments. 
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4. Discussion 

Epigenetic alterations in histones play an essential role in developing and maintaining 

diseases such as cancer. Methylation and acetylation modifications are widely studied and 

crucial for gene regulation, so alterations in these marks can alter the expression of multiple 

genes that help in the development and maintenance of cancer. The search for molecules 

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

 

In the present work, the IC50s of the defensin γ-thionin were determined in the acute lymphoid 

leukemia Jurkat (IC50 = 47μM) and chronic myeloid leukemia K-562 (IC50 = 50.3 μM) cell 

lines; in both cases, the effect was concentration-dependent. For K-562, there was a previous 

report of the cytotoxic activity of γ-thionin with an IC50 of 50.26 μM through a calpain-

dependent apoptotic-like process (Flores-Alvarez, 2018). The IC50 was re-calculated due to 

a change in the cell line. These determinations allowed using the appropriate concentrations 

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

 

As for its epigenetic activity, γ-thionin increased histone 3 acetylation and methylation marks 

in K-562 and Jurkat cell lines. The global acetylation and specific H3K9Ac mark were 

increased in both cell lines. In addition, histone 3 methylation marks were also increased; 

specifically, γ-thionin increased the H3K9me2 mark ~3-fold in the Jurkat cell line and ~2-

fold in the K-562cell line. In turn, the H3K9me3 mark was increased ~ 2-fold in both cell 

lines. However, it is necessary to identify whether, as occurred with PaDef (Chapter 1), the 

increase in acetylation marks is related to an inhibition of HDACs (histone deacetylase 

inhibitors) and whether the changes in epigenetic methylation marks could also be related to 

changes in the enzymes responsible for histone methylation marks, this could give us a 

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

 

In cancer, dysregulation is generated at various epigenetic levels (DNA methylation, 

miRNAs, chromatin remodelers, and covalent modifications in histones). In the case of those 

in which changes are generated at the histone level, various processes are altered that can 

lead to the inactivation of tumor suppressor genes or activation of oncogenes (Audia & 

Campbell, 2016). The recovery of altered cell phenotypes through epigenetic modifications 
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is possible because, unlike genetic mutations, epigenetic alterations are reversible, making 

searching for molecules with epigenetic activity in cancer attractive as an alternative 

treatment for these diseases. 

 

 

5. Conclusion 

 

The γ-thionin defensin increases the overall level of acetylation as well as the specific marks 

on histone 3 (H3K9Ac, H3K9me2, and H3K9me3) in the K-562 chronic myeloid leukemia 

and the Jurkat acute lymphoid leukemia cell lines. These results may be associated with their 

cytotoxic activity in both cell lines. However, further evaluation is necessary to determine 

how γ-thionine activity is related to increased epigenetic marks. 
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7.3. CAPÍTULO 3. 

¿Cómo afecta nuestra salud lo que mamá comió durante el embarazo? 
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8. DISCUSIÓN GENERAL 
 
Es bien reconocido que los péptidos antimicrobianos pueden fungir como agentes 

anticancerosos. Existen diversos reportes de actividades anticancerosas en péptidos 

antimicrobianos e incluso existen algunos de ellos que ya se encuentran en ensayos clínicos 

como potenciales agentes anticancerosos (ejemplo: LL-37 en fase II, para melanoma) 

(Tornesello et al., 2020). En este trabajo, se evaluaron las modificaciones epigenéticas de la 

histona 3 en dos líneas celulares de leucemias, inducidas por dos defensinas de plantas con 

potencial como agentes anticacancerosos. 

 

En un trabajo anterior, se reportó que la defensina PaDef es citotóxica en la línea de leucemia 

mieloide crónica K-562, a través de un proceso de tipo apoptótico activado por la vía 

extrínseca (Flores-Álvarez et al., 2018). En este trabajo se utilizó una línea de leucemia de 

origen diferente, la línea de leucemia linfoide aguda Jurkat, en el que se demostró que PaDef 

también tiene un efecto citotóxico. El efecto de PaDef fue dependiente de la concentración, 

con una IC50 = 47.3 μM, a través de la activación de un mecanismo de tipo apoptótico. Esto 

es deseable en un candidato a tratamiento, debido a que se evita la inflamación producida por 

mecanismos de muerte como la lisis celular (necrosis) (Adeyinka & Bashir, 2022). La 

inducción de la apoptosis fue iniciada a través de la activación de caspasas 8 y 9, que activan 

las vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis, correspondientemente.  

 

Consecuentemente con la activación de la vía intrínseca de la apoptosis, se determinó que el 

tratamiento con PaDef indujo la producción de ROS y la pérdida en el potencial de membrana 

mitocondrial. Además, el análisis de la expresión génica de la familia Bcl-2 arrojó que el 

tratamiento con PaDef disminuye significativamente la expresión de los miembros 

antiapoptóticos de la familia Bcl-2: Blc-2 y Bcl-w, pero se sobreexpresan los genes 

proapoptóticos Bax y Bik. Mientras que la disminución del gen Bcl-2 no se refleja a nivel de 

proteína, el incremento en la expresión de Bax y Bik puede resultar de interés, debido a que 

existe un reporte que respalda la capacidad de Bik para activar la muerte apoptótica 

independiente de caspasas a través de Bax (Oppermann et al., 2005). Este dato es relevante, 

debido a que el bloqueo de la activación de caspasas no inhibió el efecto citotóxico de PaDef, 
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por lo que se propone que se pueden activar mecanismos alternos para la inducción de la 

apoptosis, y esto podría estar relacionado con la sobreexpresión de Bik. Sin embargo, es 

necesario verificar si la sobreexpresión de estos genes se refleja también a nivel de proteína.  

El hecho de que una molécula pueda desencadenar la muerte celular a través de varias vías, 

puede representar una ventaja importante frente a la resistencia al tratamiento, ya que la 

resistencia a la muerte celular es uno de los sellos distintivos de las células cancerosas, y en 

las leucemias, la resistencia a la quimioterapia es algo frecuente. La apoptosis puede ser 

evadida en las células cancerosas a través de diversas proteínas, por ejemplo, la 

sobreexpresión de componentes antiapoptóticos o la subexpresión de componentes 

proapoptóticos (Pfeffer & Singh, 2018). La restauración de la apoptosis en las células 

cancerosas es un blanco deseable para las moléculas anticancerosas, esto permite la 

eliminación de las células cancerosas que perdieron la capacidad de desencadenar la 

apoptosis ante la pérdida de la homeostasis entre la proliferación celular y la tasa de muerte 

celular (Chung, 2018) (Capítulo 1).  

 

Por otra parte, también se determinó la IC50 para la defensina γ-tionina en las líneas celulares 

K-562 y Jurkat (Capítulo 2). La IC50 calculada para γ-tionina en la línea celular Jurkat fue 47 

μM y para K-562 fue 50.3 μM. En ambos casos la actividad de γ-tionina fue dependiente de 

la concentración. Los rangos encontrados en las IC50 de ambos péptidos coinciden con los 

reportes de citotoxicidad de otros péptidos, FK-16 (40 μM), que es un péptido derivado de la 

catelicidina humana LL-37, este fue probado en células de cáncer de colón HCT116 (Ren et 

al., 2013), un péptido de semillas de frijol escarlata, faseococcina (40.5 μM) en células de 

leucemia HL60 (Ngai & Ng, 2005) y gimnina (50 μM), un péptido proveniente de semillas 

de frijol, probado en una línea de leucemia murina M1 (Wong & Ng, 2003). Estas 

determinaciones, permitieron utilizar las concentraciones a las que las defensinas son 

citotóxicas, tanto en las células Jurkat como en la línea celular K-562, para determinar si 

tenían un efecto de tipo epigenético asociado a su actividad citotóxica.  

 

En cuanto al análisis epigenético, tanto PaDef (capítulo 1) como γ-tionina (capítulo 2), 

inducen cambios en las marcas de acetilación (global y específica de la lisina 9) y metilación 

en la histona 3 (dimetilación y trimetilación de la lisina 9), con una regulación a la alza. El 
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incremento en la marcas de acetilación para el tratamiento con PaDef en la línea celular Jurkat 

está correlacionado con la inhibición de la actividad de las HDACs de clase I (HDAC I, 2, 3 

y 8). Esto podría indicar que PaDef es un inhibidor de HDACs (iHDAC) en la línea celular 

Jurkat (Capítulo 1). Para el caso de γ-tionina, es necesario analizar la activad de las HDACs 

para corroborar que el incremento en las marcas de acetilación también están asociadas a la 

inhibición de HDACs.  Hasta el momento, de los iHDACs existentes (aprobados por la FDA 

y en ensayos clínicos), existen algunos inespecíficos y otros más, creados más recientemente, 

dirigidos a HDACs específicas. La especificidad en los iHDACs ayuda a disminuir los 

efectos tóxicos hacia las células sanas; sin embargo, no los desaparece por completo 

(Eckschlager et al., 2017). En el caso de PaDef, nuestros reportes indican que ejerce su 

actividad en células cancerosas sin dañar células sanas (Flores-Álvarez et al., 2018), esto 

podría representar una ventaja frente a los iHDACs existentes, ya que podrían reducir los 

efectos tóxicos asociados con el péptido.  

 

Además, se realizó un análisis in silico para determinar la viabilidad de la unión directa entre 

PaDef y las HDACs de clase I, el resultado mostró energías libres de afinidad (ΔG) más 

favorables que algunos de los iHDACs ya reportados (TSA, SAHA y NaB), y aparentemente, 

la unión no depende del sitio catalítico de la enzima. Esto podría representar otra ventaja del 

uso de PaDef como un iHDACs ya que algunos de los principales iHDACs son moléculas 

pequeñas que bloquean la actividad enzimática a través el sitio catalítico de la enzima (se 

unen a una molécula de Zn2+ dentro del sitio catalítico); sin embargo, existen varias proteínas 

que cuentan con estos mismos sitios de unión que son blanco de estos mismos inhibidores, 

por tal motivo el efecto sigue siendo inespecífico y se presentan efectos secundarios 

asociados (Ganesan et al., 2019). Sin embargo, resulta necesario corroborar que 

efectivamente existe una unión directa entre PaDef y HDAC.  

 

Por su parte, el incremento en las marcas de metilación (dimetilación y trimetilación de la 

lisina 9), tanto para γ-tionina (capítulo 2) como para PaDef (capítulo 1), podría estar 

relacionado a la iHDACs, pues se sabe que los tratamientos con iHDACs pueden tener un 

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

patrón específico de cambio.  

 

La reversibilidad de las alteraciones epigenéticas ha propiciado un gran interés en la 

búsqueda de moléculas con actividad epigenética en células cancerosas (Feng & De 

Carvalho, 2022). Los principales candidatos objetivos en la búsqueda de fármacos 

epigenéticos son las enzimas epigenéticas (lectores, escritores y borradores) (Feng & De 

Carvalho, 2022). Pero hasta el momento, aún no se comprende del todo los efectos de los 

fármacos epigenéticos existentes, por lo que el entendimiento de los mecanismos 

epigenéticos que pueden tener las moléculas con actividad epigenética orientará de mejor 

manera los tratamientos contra el cáncer. 
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9. CONCLUSIÓN GENERAL 
 

Las defensinas de plantas γ-tionina y PaDef incrementan marcas de acetilación y metilación 

en la histona 3, en células de leucemia mieloide crónica y linfoide aguda. Además, PaDef 

inhibe la actividad de las HDACs de clase I. Estas modificaciones se observan al tratar las 

líneas celulares de leucemia con las IC50 de las defensinas, por lo que la modulación 

epigenética podría estar relacionada con el efecto citotóxico de las defensinas. La evidencia 

sugiere que estás moléculas podrían ser candidatos prometedores en la búsqueda de terapia 

epigenética que ayude en el tratamiento para las leucemias. Sin embargo, el conocimiento a 

profundidad de los mecanismos moleculares involucrados en el efecto de estas defensinas 

resulta necesario e ideal, dado que los fármacos epigenéticos aprobados hasta el momento en 

la terapia contra las leucemias, carecen del conocimiento suficiente como para entender los 

efectos a largo alcance. A pesar de lo anterior, los fármacos epigenéticos muestran resultados 

prometedores en diversos tipos de pacientes con leucemia, por lo que siguen resultando ser 

una alternativa atractiva.   
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