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1. Resumen

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad clonal maligna heterogénea,
la cual afecta principalmente a adultos representando el 80% de casos de leucemia
en este grupo, a pesar de los avances en los tratamientos de la leucemia mieloide
aguda, la esperanza de vida para los pacientes mayores de 65 afios no supera 1
afo desde el diagndstico, ya sea por el deterioro del paciente, la agresividad del
medicamento o la resistencia a multidrogas. Dado que el principal tratamiento para
esta enfermedad es la citarabina (ara-C), este trabajo se centra en la generacion de
una linea resistente a citarabina, para esto, HL60 fue cultivada a concentraciones
crecientes de ara-C hasta asegurar y mantener su correcta proliferacién por mas de
90 dias de cultivo. Los resultados nos indican que la resistencia adquirida por la
linea resistente generada es 2.3 veces mayor que la linea parental, lo cual la hace
relevante clinicamente. Al realizar PCR por punto final con los genes que con
comunmente reportados en la resistencia a citarabina, se observo la disminucion de
la expresion de dCK, lo cual concuerda con estudios realizados con anterioridad.
Respecto a la posibilidad de la presencia de una resistencia cruzada dentro de la
linea, se denotd que no hay cambios aparentes en la resistencia a daunorrubicina,
mas no se comprobo la resistencia hacia otros antineoplasicos. Esto demuestra que
la linea celular HL60/ara-C resistente, puede usarse como un modelo clinicamente
relevante en futuros experimentos que busquen nuevas alternativas de tratamiento

para combatir la LMA.



2. Introduccién

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel global causando alrededor de 10
millones de defunciones en el 2020, segun datos de International Association of
Cancer Registries y Global Initiative for Cancer Registry Development, para el 2018
se identificaron 18 millones de casos, y se espera que los casos aumenten a 29
millones de personas para los proximos 20 afios (OMS, 2020; IACR, GICR, 2018).

La LMA es una enfermedad clonal maligna originada de progenitores mieloides, esta
va a afectar principalmente a adultos, representando el 80% de casos de leucemia
en este grupo, en una incidencia de 1.3 por cada 100 mil habitantes menores de 65
afios y 12.2 casos nuevos por cada 100 mil habitantes mayores de 65 afios (Zhang,
et. al. 2019; Kouchkovsky, I., Abdul-Hay, M. 2016).

A pesar de que los avances en el tratamiento de LMA han aumentado
significativamente, la esperanza de vida para el 70% de los pacientes mayores de
65 afios no supera 1 afio desde el diagndstico, esto derivado del rapido deterioro
del paciente, la agresividad del tratamiento, o inclusive, el que el paciente presente
resistencia a multidrogas (Kouchkovsky, I., Abdul-Hay, M. 2016; Zhang, J. et. al.
2019; Lagadinou, E. et. al. 2010).

La quimioresistencia o resistencia a multidrogas se define como la capacidad de las
células tumorales para evitar la accidon de los agentes quimioterapéuticos, por lo que
logran evadir el mecanismo de apoptosis fomentando asi la progresién del cancer
(Yeldag, G. 2018). Por ende, surge la necesidad de comprender los mecanismos
moleculares de la resistencia a multidrogas y la generacion de lineas celulares
resistentes a multidrogas ayudan a estudiar estos mecanismos y encontrar nuevas
alternativas que superan la quimioresistencia y asi encontrar nuevos enfoques que

permitan tener una terapia mas efectiva contra el cancer.



3. Marco Tedrico

3.1 Leucemia

El cancer es la tercera causa de muerte en México con el 12% de las defunciones,
después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes, y segun estimaciones
de la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer, cada afo se
suman mas de 140,000 casos de mexicanos (COPREDOC, 2016).

La Leucemia es el nombre que comparten diversos desérdenes malignos que
presentan un incremento en el nimero de leucocitos anormales en la sangre y/o
médula ésea, esta se va a clasificar en dos tipos, cronicas y agudas (Juliusson &
Hough, 2016).

La LMA es la neoplasia mieloide mas frecuente en adultos caracterizado por la
expansion clonal de progenitores mieloides en la médula 6sea y la presencia de
blastos en sangre periférica, células que se transformaron por la adquisicién de
arreglos cromosémicos y multiples mutaciones (Aguilar Lopez, et. al., 2010; Saultz
& Garzon, 2016). Esta enfermedad presenta una combinacion de leucocitosis y
signos de insuficiencia de la médula 6sea como anemia y trombocitopenia, donde
la fatiga, la anorexia y la pérdida de peso son comunes. Si no se trata, la muerte

generalmente se da a los meses siguientes (Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016).

En México, los datos sobre epidemiologia de LMA son escasos, debido a que la
mayoria de los estudios realizados a las poblaciones con LMA son parciales,
basados en datos pertenecientes a la poblacion que atiende el Instituto Mexicano
de Seguro Social (IMSS), en donde reportan que para el 2016, la frecuencia de LMA
es del 13.1 al 17.2% en todos los casos de leucemia infantil (Mejia-Aranguré, et. al.,
2016). En el 2018, durante una conferencia Roberta Demichelis, jefa de la clinica
de leucemias del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador
Zubiran (INNSZ), asever6 que la LMA tiene una incidencia estimada de entre 5y 6

mil casos por afio en México (Demichelis, 2018).



3.2 Citarabina

La inhibicion de la replicacion celular en las células tumorales ha sido una
caracteristica que se ha explotado eficazmente para el desarrollo de agentes
antineoplasicos, basandose en las capacidades de las células humanas de
absorcion de moléculas y al aumento de demanda metabodlica de las células
neoplasicas para la sintesis y posterior replicacién del ADN, un claro ejemplo, es la
facultad de las células humanas de obtener purinas y pirimidinas, por lo que, los
analogos de estos precursores de nucleotidos han demostrado tener propiedades
anticancerigenas importantes, estos agentes se han denominado antimetabolitos
(Luengo, Gui, & Vander Heiden, 2017; Parker, 2009).

Para el 2010 habia un total de 14 antimetabolitos aprobados por la FDA para el
tratamiento del cancer (Tabla 1) siendo uno de los mas antiguos y utilizados la
citarabina (Parker, 2009; Fang, et. al., 2019).

El analogo de histidina, ara-C es un nucledsido de pirimidina en el que la citosina
se une a la D-arabinofuranosa mediante un enlace beta-N(1)-glicosidico y es
utilizada desde los afios 70 principalmente en el tratamiento de la leucemia aguda,
dada su competencia con la citidina en la incorporaciéon al ADN, ademas posee
propiedades antivirales e inmunosupresoras (National Institute Cancer, 2020;
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Disease, 2021; EMBL-EBI,
2018; Kantarjian, 2015; Hussein & Abdullah, 2009).

La ara-C se descubrid en los anos 50’s, cuando Bergmann y colaboradores aislaron
2 nucledtidos novedosos: la espongosina, y la espongouridina, de la esponja del
caribe Cryptothethya crypta (Regalado, Laguna, & Martinez, 2010). Estos
nucledsidos son pirimidinicos, los cuales tienen una arabinosa en lugar de una
ribosa, y la espongosina combinaba la ribosa con metoxiadenina, posteriormente
fueron sintetizados y en 1959, Walwick, Roberts y Dekker sintetizaron con ligeras
modificaciones la molécula 3-B-p-arabinofuranosilcitosina, que posteriormente Pizer
y Cohen utilizaron para investigar su actividad metabdlica con mutantes de E. coli,
consiguiendo la inhibiciéon de la sintesis de ADN (Regalado, Laguna, & Martinez,

2010; Litchman, 2013). En el 1961 Evans demostré su potencial para inhibir el



crecimiento del sarcoma 180, carcinoma de Ehrlich y la linea de leucemia L-1210 y
L5178Y en ratones, concluyendo que la arabinosilcitosina era uno de los agentes
mas efectivos en el control de leucemias trasplantadas en ratones, dada su
naturaleza como nucleésido (Litchman, 2013). Para 1966, Ellison y Holland
presentaron su trabajo sobre el uso de arabinosilcitosina en la induccién a la
remision de la Leucemia aguda, lo cual llevo a considerarla por la FDA (Litchman,
2013; Ellison, Carey, & Holland, 1967).

Tabla 1. Antimetabolitos de purina y pirimidina aprobados por la FDA (Parker, 2009)

Droga Fecha de aprobacion
5-aza-20-desoxictidina (decitabina) 2006
O6-methylarabinofuranosyl guanine (nelarabina) 2005
20-fluoro-20-deoxyarabinofuranosyl-2-cloroadedenina 2004

(clofarabina)

5-aza-citidina (vidaza) 2004
N4-pentyloxycarbonyl-50-deoxy-5-fluorocytidine 1998
(capecitabina)

2,2-difluoro-20-desoxictidina (gemcitabina) 1996
2-cloro-20-desoxialanosina (cladribina) 1992
arabinofuranosil-2-fluoroadenina (fludarabina) 1991
20-desoxicoformycina (pentostatina) 1991
5-fluoro-20-desoxiuridina (floxuridina) 1970
arabinofuranosilcitosina (citarabina) 1969
6-tioguanina 1966
5-fluorouracilo 1962
6-mercaptopurina 1953

Entre 1972 y 1973 inicio un estudio sobre el efecto de distintas dosis de
arabinosilcitosina con daunorrubicina y mercaptopurina, obteniendo como resultado
que las primeras dos moléculas permitian la mejora del paciente (Gluckman, Basch,

B, & Varet, 1973). En 1973, Yates, Wallace y colaboradores estandarizaron un



tratamiento de 7 dias de arabinosilcitosina acompafiado de 3 dias de daunorrubicina
siendo reconfirmada la superioridad de estas dosis en 1981 (Yates, Wallace, Ellison,
& Holland, 1973; Rai, et. al., 1981).

3.3 Tratamiento de la LMA

El tratamiento que se les da a los pacientes con LMA consiste en una terapia de
induccion a la remisién con ara-C y una antraciclina, el cual, tiene una combinacion
estandar de 7+3, con una infusion continua de 7 dias de ara-C a la dosis de 100 a
200 mg/m? por dia por 7 dias y daunorrubicina a 60 mg/m? por dia durante 3 dias
(Dombret & Gardin, 2016).

Posteriormente inicia la quimioterapia de consolidacién que comienza una vez que
el hemograma o recuento de células sanguineas vuelve a sus cifras normales
después de la terapia de induccion, esto con la finalidad de reducir la posibilidad de
leucemia recidivante, para esto se suele usar también la citarabina y se realiza en
5 dias, repitiéndose cada tres o cuatro meses ( ESMO/ACF Patient Guide Series,
2011).

La forma en que actla ara-C inicia cuando entra a la célula mediante sitios de unién
a nitrobenciltioinosina (NBMPR), siendo principalmente en humanos el
transportador de nucledsidos equilibrante humano (hRENT1 o SLC29A1) y CNT3. El
ara-C, se fosforila 3 veces debido a una enzima llamada desoxicitidina quinasa
(dCK), obteniendo como producto citarabina trifosfato (ara-CTP), que va a ser el
metabolito citotdxico, que se va a incorporar a la cadena de ADN replicante, ademas
de inhibir a las ADN polimerasas a, B y v, lo que conducira a la inhibicién del inicio
y alargamiento de la cadenay la terminacién prematura de la cadena (Catald, et al.
2016; Clarke, et al., 2002; Gerson, et al., 2018; Levin et al., 2019; Nishi et al., 2013)
(Figura 1a).

La eficacia de este tratamiento es limitada, ya que a pesar de proporcionar una tasa
de remision de poco mas del 70%, de este porcentaje, solo el 40% de los pacientes
son sobrevivientes a largo plazo (mas de 5 afos), mientras que el 90% de los
mayores de 65 afios fallecen; lo anterior se debe a que sufren recaida debido a la

resistencia a los medicamentos, el cual es el principal obstaculo para un tratamiento
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exitoso contra la LMA y el cancer en general (Negoro, et al., 2011; Nishi, et al., 2013;
Clemente, 2018; Oncology, 2019; Shaffer, et al., 2012).

3.4 Resistencia a multidrogas

A pesar de todos los avances en el campo, la eficacia de este tratamiento es
limitada, ya que, si bien se obtiene una tasa de remision de poco més del 70%, de
este porcentaje, solo el 40% de los pacientes son sobrevivientes a largo plazo (5
afos), mientras que el 90% de los mayores de 65 afios fallecen; lo anterior se debe
a que sufren recaida debido a la resistencia a los medicamentos, el cual es el
principal obstaculo para un tratamiento exitoso contra la LMA 'y el cancer en general
(Negoro, et al., 2011; Nishi, et al., 2013; Clemente, 2018; Oncology, 2019; Shaffer,
et al., 2012).

La resistencia a multidrogas sucede cuando las células tumorales que inicialmente
son sensibles a los medicamentos de quimioterapia, después de un tiempo, ya no
se ven afectadas, debido a la disminucion gradual del efecto citotéxico de los
medicamentos, lo cual ocurre después de la terapia de induccién (Zhang, Gu, &
Chen, 2019).

3.5 Mecanismos de resistencia a farmacos

Los factores que llevan al desarrollo de la resistencia a drogas y en particular a la
citarabina, se debe a la absorcion ineficiente del farmaco a la célula, niveles
reducidos de enzimas activadoras, asi como una degradacion acelerada del
metabolito activo de la droga (Figura 1b/Tabla 2) (Rein & Rizzieri, 2014; Luwenberg,
et. al.,, 2011; Wu, Duan, Chen, & Chen, 2017; Cros et. al., 2004). Particularmente,
se conoce la baja produccion y pérdida de funcion del transportador hENT1 y de la
enzima dCK, asi como el incremento de las enzimas cN-Il y CDA, todas estas
variaciones son dadas por alteraciones propias de las células leucémicas debido a
mutaciones genéticas o cromosomales (crossovers mitoticos o amplificaciones
genéticas especificas), sin embargo, no se tiene mas informacion de como se
originan estas mutaciones dentro de las células leucémicas. Estas alteraciones son
de gran importancia debido al papel que juegan cada una de estas moléculas para
que actue ara-C, ya que el transportador hETN1 es el responsable del 80% del flujo
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de la citarabina al interior de las células y la enzima dCK se encarga de la
fosforilacion de la citarabina, mientras que las enzimas cN-ll (NT5C2) y CDA
desfosforilan y eliminan aminoacidos a la citarabina respectivamente. Asi mismo, se
han reportado otros mecanismos de resistencia, incluido la activacion de NF-kj3, la
activacion de actividad telomerasa y expresion de Fas, asi como nuevos estudios
que demuestran el papel de miRNA como el miR-181a como generador de
resistencia a la citarabina (Bai, et al., 2012; Jokobsen, 2018; Levin, Stark, Berman,
& Assaraf, 2019; Negoro, et al., 2011; Rein & Rizzieri, 2014; Clemente, 2018).
También algunos autores reportan que la resistencia a las antraciclinas, mediadas
por los transportadores del miembro 1 de la subfamilia B de casete de union a ATP
(ABCB1), en especifico a la proteina de resistencia a multiples farmacos 1 (MDR1)
y glicoproteina P (P-gp), estarian implicados en una posible resistencia a farmacos
en la LMA (Shaffer, et al., 2012; N'rgaard, et al., 2002).
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Figura 1. Mecanismo de accién del ara-C y vias de resistencia. a. En condiciones normales el metabolito
ara-C va a entrar a la célula principalmente mediante el transportador hENTL. El ara-C, se fosforila 3 veces
debido a la enzima dCK, obteniendo como producto ara-CTP, que se va a incorporar a la cadena de ADN
replicante, ademas de inhibir a las ADN polimerasas a, By vy, lo que conducira a la inhibicién de sintesis de
ADN y por ende a la apoptosis. b. Los mecanismos de resistencia van a estar caracterizados por el aumento
de las enzimas CDA (va a desaminar al metabolito ara-C) y CN-II (va a desfosforilar a ara-CMP), asi como de
la disminucién de dCK, por lo que no se va a fosforilar ara-C y el transportador hENT1, por lo que, disminuira
la entrada de ara-C a la célula, estas mutaciones se deben a distintas causas como lo son mutaciones génicas
o cromosomales, crossover mitéticos o amplificaciones genéticas especificas. Imagen tomada de Fajardo-
Orduiia, et. al., 2021



Tabla 2. Factores metabdlicos involucrados en la resistencia a citarabina en leucemias mieloides agudas.
Tomado de: Cros, et al., 2004

Implicacién en la resistencia a

citarabina
Nombre Funcién Localizacién Tamarfio de In vitro In Vivo
cromosomal proteina
hENT1 Transportador 6p21.1-p21.2 50 kDa Si Si
de nucleosidos 456 aa
dCK Nucleésido 4913.3-g21.1 30.5 kDa Sl Si
cinasa 260 aa No
cN-II 5-nucleotidasa 10g24.32 65 kDa Sl Sl
citoplasmatico 561 aa No
dNT-1 5-nucleotidasa 17925.3 23.9 kDa No Sin datos
citoplasmatico 201 aa
dNT-2 5-nucleotidasa 17pl11.2 25.9 kDa No Sin datos
mitocondrial 228 aa
CDA Citidina 1p36.2-p35 16.2 kDa Si Si
desaminasa 146 aa No
DNA pol a DNA 119g13.1 70 kDa Si Si
polimerasa 598aa

3.6 Resistencia cruzada

Se sabe que la pérdida de actividad de las moléculas que activan a la citarabina en
pacientes con LMA y lineas celulares, conduce a la obtencion de resistencia a esta
droga, sin embargo, se ha visto que, también conduce a la pérdida de efectividad a
varios profarmacos analogos de nucledsidos, que son activados mediante
fosforilacion, como lo son gemcitabina, cladribina, fludara, didesoxicitidina, 6-
thioguanina, 6-mercaptoguanosina, vincristina, taxotere, 2-cloro-2’-arabino-fluoro-
2’-deoxiadenosina, Fara-A, difluorodeoxiguanosina, difluorodeoxicitidina y
decitabina. Esta resistencia cruzada, puede ser derivada de la perdida de funcion
de dCK, aunque también se reporta la presencia de la sobreexpresion de la proteina
bcl-2 o P-gp y MRP, entre otras (Tabla 3), lo cual puede proporcionar resistencia a
distintas antraciclinas, como lo son la adriamicina, vincristina, daunorrubicina,
mitoxantrona, pirarubicina y homoharringtonina (Ka-Na, et al., 2020; Shaffer, et al.,
2012; Baran, Gunduz, & Ural, 2006; Levin, Stark, Berman, & Assaraf, 2019; Cai, y

otros, 2008; Martin-Aragon, et. al., 2000; Mansson, Spasokoukotskaja, Sallstrom,



Eriksson, & Albertioni, 1999; Stegmann, Honders, Kester, Landegent, & Willemze,
1993, Zhang, Gu, & Chen, 2019).

Tabla 3. Moléculas reportadas como causantes de la resistencia a multidrogas en LMA. Tomado de:
Zhang, J. Gu, Y. Chen, B. 2019.

Moléculas | Mecanismo

P-gp Puede extraer la droga de las células, reduciendo la concentracién intracelular,
haciendo a las células resistentes
MRP1 1. Puede identificar y transportar el sustrato de acoplamiento con glutation

incluyendo drogas antineoplasicas

2. Puede afectar la distribucion de la droga en las células, haciendo que sean
delimitadas por vesiculas perinucleares previniendo que estas entren al
ndcleo y cumplan su funcién citotoxica

LRP 1. Puede bloquear los poros nucleares y prevenir que la droga entre al nicleo
2. Puede transportar la droga del nlcleo hacia vesiculas para ser extraida
fuera de la célula por exocitosis

GST 1. Cataliza la sintesis de drogas anticancerigenas con glutation para inactivar
la actividad de la droga directamente
2. Inhibe el efecto de las drogas anticancerigenas atacando el DNA
intracelular
3. Puede catalizar glutatién para unirse al platino, haciendo que no se una al
DNA reduciendo asi el efecto anticancerigeno de las preparaciones de
platino

Topo I Topo Il es el objetivo de muchas drogas antitumorales cuando el numero y la
actividad de Topo Il disminuye el objetivo de las drogas anticancerigenas se pueden
reducir o perder resultando en la resistencia a multidrogas

PKC Aumenta la actividad de P-gp aumentando la fosforilacion de P-gp conduciéndola a
MDR
FLT3 Una mutacibn en esta molécula puede activar receptores que causen la

proliferacion incontrolable de células en leucemia mieloide aguda haciéndola
resistente hacia quimioterapéuticos de rutina

WTI La sobreexpresion de WTI puede sobre expresar QPRT dandole resistencia parcial
a drogas antileucémicas
MiRNA 1. Las alteraciones en miRNA pueden sobre regular la resistencia a

multidrogas mediante la reparacion del ADN dafiado por las drogas
antineoplasicas

2. Los miRNA pueden producir una baja regulacion de proteinas, causando la
detencién del ciclo celular y produciendo resistencia a multidrogas

3. La baja expresion de algunos miRNA puede reducir las vias de activacion
de apoptosis extrinseca dando como resultado resistencia a multidrogas

P13/AKT | La excesiva activacion de la ruta P13K/AKT puede regular la ruta de JNK-p38
MAPK, lo que lleva a la resistencia a drogas en células tumorales

Autofagia | Las células tumorales pueden reducir la concentracion de la droga y prevenir la
apoptosis mediante autofagia, llevando a resistencia a multidrogas.
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3.7 Modelos de estudio a resistencia

En la actualidad se estan buscando nuevas estrategias para superar la resistencia
a ara-C utilizando modelos de resistencia a multidrogas, los cuales se desarrollan
basandose en distintas lineas celulares, lamentablemente muchas de estas lineas
no se encuentran en el mercado, por lo que cada grupo de investigacion desarrolla
sus lineas segun sus necesidades de investigacion, esto ha permitido la prueba de
nuevos farmacos, uno de ellos se basa en el uso del farmaco elacitarabina (CP-
4055), el cual es un anélogo de ara-C, que no necesita del transportador hENT1,
por lo que, al entrar a la célula, podria ser insensible a los mecanismos de
resistencia a la citarabina, sin embargo, en estudios preclinicos no se logré
demostrar superioridad de este farmaco sobre la terapia convencional en pacientes
con AML (Rein & Rizzieri, 2014). Ademas del uso de inhibidores de Bcl-2, el cual,
se ha demostrado que, aunado al uso de citarabina, se puede superar la resistencia
a citarabina; también se ha hecho uso de hidroxiurea y azidotimidina, que son
medicamentos utilizados para controlar trastornos mieloproliferativos para aumentar
la toxicidad de ara-C, sin embargo, la desventaja de este inhibidor es que produce
un aumento en la toxicidad de hasta 17 veces en estudios in vitro. De manera
interesante, también se han probado extractos de origen natural como es el caso de
la proantocianina, proveniente de la semilla de uva, la cual revierte la resistencia a
distintas drogas y este efecto esta asociado con la inhibicion de MDR1 (Ka-Na, et
al., 2020; Rein & Rizzieri, 2014; Nishi, et al., 2013; Levin, Stark, Berman, & Assaraf,
2019).

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados hasta ahora para el desarrollo de
estrategias para superar la resistencia a ara-C, en la actualidad no se tiene aln una
solucion a este problema, debido a la aparicion de inconvenientes como en el caso
de la elacitarabina mencionada previamente, en donde en estudios preclinicos no
se ha encontrado mejoria significativa en el tratamiento a los pacientes o el uso de
inhibidores con alta citotoxicidad que pueden resultar contraproducentes. Por otro
lado, la mayoria de las investigaciones que sugieren el uso de nuevas moléculas se
encuentran en la etapa de estudios in vitro, por lo que los mismos investigadores

indican que lo que continda son estudios en modelos de resistencia a multidrogas
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en lineas celulares y modelos animales para determinar las dosis de las moléculas
estudiadas, su efectividad y sus alcances téxicos in vivo, y mas adelante estudios

preclinicos antes de poder usarlos como tratamientos establecidos en pacientes.
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4. Planteamiento del problema

Los pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) poseen alta prevalencia de
enfermedad refractaria y recidivante, debido principalmente a la resistencia a la
citarabina. Esto puede causar que el paciente no solo genere resistencia al farmaco
aplicado, sino ademas la generacion de resistencia cruzada, debido a ello se limita
las opciones de tratamiento para el paciente. Por lo anterior, el desarrollar modelos
de estudio que permitan evaluar la quimioresistencia en leucemia aun sigue vigente.
En este sentido este estudio se genero una linea resistente a ara-C con la finalidad
de realizar experimentos futuros para el estudio de moléculas que sensibilicen a

células tumorales resistentes.
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5. Hipotesis
Se ha reportado que la linea celular de leucemia promielocitica aguda HL60 tiene la
capacidad de desarrollar resistencia a ara-C regulando negativamente hENTL, la
enzima dCK y sobre expresando P-gp, por lo que la exposicidn a concentraciones
crecientes de ara-C al cultivo de la linea leucémica humana HL60, desarrollara

resistencia.
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6. Objetivos

6.1 General

Inducir resistencia a citarabina en la linea de células de leucemia mieloide aguda

HL60

6.2 Particulares

Determinar la 1Cso de citarabina para HL60 parental.

Inducir la resistencia a citarabina en la linea de células HL60.

Confirmar la resistencia a ara-C sobre la proliferacion de HL60/ara-C
resistente

Determinar la expresion de moléculas caracteristicas del desarrollo de
resistencia a ara-C (hENT1 y dCK) y de resistencia a multidrogas (MDR1,
MRP1).

Evaluar si la linea HL60/ara-C resistente presenta resistencia cruzada con la

antraciclina daunorrubicina
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7. Materiales y métodos

Cultivo celular. La linea de leucemia promielocitica humana HL60, obtenida del
ATCC, se cultivd en medio de cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium,
Gibco BRL, USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco BRL,
USA), a una densidad de 1x10° células/mL, 37°C y 5% de CO2 con resiembra cada
48 h.

Proliferacion y viabilidad celular.

Proliferacion celular (MTS). Las células HL60 se cultivaron en placas de 96
pocillos a la densidad de 2x10%, con o sin la adicién de diferentes concentraciones
de citarabina (1nm a 1 ym). Para evaluar la proliferacién celular después del
crecimiento, se le agregd CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay (MTS) y se dejo durante 4 horas. Se leyd a una densidad Optica a 490 nm y
se determind utilizando un lector de placas (Multiskan go). Este proceso se repitio

con las células HL60/ara-C resistentes.

Determinacion de ICso. Los datos se trazaron, y el ICso valor se determind por
regresion lineal mediante el uso del software Microsoft Office Excel donde los
resultados se mostraron como porcentajes, se obtuvo la desviacion estandar

mediante experimentos triplicados individuales.

Viabilidad celular (azul tripano). Los ensayos de exclusion de azul tripano (Sigma,
St. Louis, MO) se utilizaron para determinar el nimero de células viables en cada
cultivo tratado, asi como la ICso. La viabilidad celular se determiné mediante el
conteo directo en una cadmara Neubauer, y las células no tefiidas se consideraron

viables.

Induccion de resistencia a ara-C en células HL60 parentales. Las células
parentales de la linea celular HL60 se cultivaron con concentraciones crecientes de
ara-C (1 nM - 1 yM) hasta que la duplicacion en presencia de ara-C a 1 pM fue casi
el mismo que el de las lineas celulares parentales en ausencia de ara-C (Negoro,

et al., 2011), para tener la linea resistente a citarabina HL-60/ara-C resistentes.
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Disefio de Primers. Para poder disefiar el primer fue necesario acceder al sitio de
NCBI en la seccion de expresion de genes

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/genes-expression) y se busco el gen en el

apartado “RefSeq transcripts” en el subapartado “FASTA”, se copio la secuencia del
gen obtenida en un documento de texto en blanco, seguido del cédigo del gen que
empieza con “NM-XXXX”. En la seccién del NCBI “Primer Blast” se peg6 el cédigo
del gen y se ajustan los valores que se buscan en cada gen. En el documento de
texto se pego6 la secuencia Forward y Reverse, y se buscé el Forward en la
secuencia del gen obtenida de “FASTA”, al Reverse se le obtuvo la secuencia
complementaria y se busca dentro de la secuencia del gen, se cuenta el nimero de
caracteres desde el inicio del Forward hasta el final de la cadena complementaria
del Reverse en la cadena del gen y si el nUmero de pares de bases coincide con la

descripcion del Primer se sabe que este es confiable

Tabla 4. Secuencia de Primers

Gen Secuencia de Primer
hENT1 for: TCT CCAACT CTC AGC CCACCAA
rev: CCT GCG ATG CTG GAC TTGACC T
dCK for: GGA CTC TGA AAACCAGCT TTG ATT
rev: CCAGGG TTT CGT GTT TGT CTT TA
MDR1 for: AGA CAT GAC CAG GTATGC CTAT
rev: AGC CTATCT CCT GTC GCATTA
MRP1 for: CAT TCA GCT CGT CTT GTC CTG
rev. GCATTA GGG TCG TGG ATG GTT

B-actina for: CTT GTA CGC CAA CAC AGT GC
rev: ATACTC CTG CTT GCT GAT CC
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Deteccion de la expresion de hENT1, dCK, MDR1 y MRP1. Primeramente, se
realizo la extraccion de RNA mediante la técnica de TRI (SIGMA No. De Cat. T9424-
100mL), en donde se lisé con 500 pyL de TRI por cada 1x108 células, al cual
posteriormente se le agregd 200 uL de cloroformo para ser centrifugados a 12500
rpm durante 15 minutos, la fase acuosa resultante se llevo a un tubo nuevo al cual
se le adicion6 300 uL de isopropanol para ser centrifugado nuevamente a 12000
rom por 10 minutos, a lo obtenido se le adicion6 1 mL de etanol al 75% y se
centrifugé nuevamente a 7500rpm por 5 minutos, el pellet obtenido se hidraté con
agua inyectable. Se cuantific6 el RNA y se determiné su integridad en un gel de
agarosa. La obtencién de cDNA se obtuvo a partir de 500ng/mL de RNA con el kit
High Capacity to cDNA Reverse Transcription Kit de Applied Biosystems No. De
Cat. 4368814 en donde se agregd 2 pL de 10x RT Buffer, 0.9 yL de 2x dNTPs Mix,
2 uL de random primers y 1 uL de Multiscribe RT, se adiciona el RNA (500 ug) y
H20 hasta obtener 20 yL de reaccion, se agregé al termociclador Techne Genius
durante 25°C por 10 minutos, 37°C 120 minutos, 85°C por 5 minutos vy
manteniéndose por 4°C. La PCR en punto final se realiz6 en con el kit de tiempo
real Applied Biosistems SYBER GREEN PCR Master Mix No. De Cat. 4309155,
donde se afadié 2 yL de cDNA, posteriormente, se agregé 5 yL de PCR Master
MIX, 1 yL de los Primers (F/R) previamente reconstituidos (Tabla 4), y 2 yL de H20,
esto se llevo al termociclador primero a 95°C por 10 minutos, posteriormente se
llevd a 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto. El gel de agarosa
se prepardé con TBE 0.5X y 1.05 g de agarosa, el cual fue llevado a ebullicién para
la correcta disolucién de este, posteriormente se le agregd 1.5 uL de bromuro de
etidio Sigma Aldrich No. Cat. E1385-5mL, la disolucién se verti6 en el molde
afadiéndole TBE 0.5X cargando el marcador de peso molecular CSL-MDNA-100
BP Cleaver (1.5 pL) y los genes (1.5 pL), se dejo correr el gel a 90 volts por 40

minutos

Analisis densitométrico de bandas. Para el analisis de las bandas en el gel de
agarosa se utilizé el programa Image Lab V. 6.0.1 de BIO-RAD Laboratories, en

donde fue necesario convertir los archivos .jpg que entregaba el fotodocumentador
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Ebox VX5 a un formato .tiff para ser reconocidas por el software. El analisis lo hace

el programa y entrega un reporte que se pega en Excel para iniciar con el analisis.

Andlisis estadistico: En Excel se separd y analizd los datos obtenidos de cada
experimento tanto de HL60 parental como resistente, de estos datos se obtuvo el
promedio, la desviacion y error estandar, se graficaron los valores y se realizé la

prueba T de Student.

19



8. Resultados

8.1 Determinacion de la ICsp a ara-C en la linea de Leucemia Promielocitica
Aguda HL60.

Con la finalidad de iniciar con el desarrollo de resistencia a ara-C en la linea de
leucemia promielocitica aguda humana HL60, fue necesario obtener una curva de
proliferacion celular, por lo cual, se realizaron ensayos independientes con
concentraciones crecientes de ara-C, que se mantuvieron durante 48 horas para ser
evaluados posteriormente mediante ensayos por MTS (CellTiter 96 AQueous NonN-
Radioactive Cell Proliferation Assay).
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Figura 2. Reduccion de la proliferacion de la linea celular HL60 en forma de dependiente de la concentracion
inducida por ara-C, evaluado por MTS después de 48 horas de cultivo. Control con vehiculo (0), ara-C (122.7,
184.1, 245.4, 306.8, 368.2, 429.5, 490.9, 593.2, 654.5, 715.9 nM).

Ara-C induce una disminucion significativa de la proliferacion desde la
concentracion de 184.1 nM respecto al control sin estimulo, esta inhibicion va
aumentando conforme aumenta la concentracion a una inhibicion aproximada del
90% para la concentracion de 715.9 nM (Figura2). Usando estos datos, se calcul6

la ICs0 para ara-C la cual fue de 389 nM (Tabla 5).
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8.2 Desarrollo de la linea HL60 resistente a ara-C

Para iniciar con el proceso de induccion de resistencia, se establecio un protocolo
en el que cada cierto tiempo, se aumenté la concentracion de ara-C en las células,
siempre que estas mantuvieran una viabilidad encima del 50%, dada esta premisa,
la concentracion se increment6 cada 16 dias de 135 nM, 200nM, 302 nM y 450 nM

respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Metodologia empleada para el desarrollo de la linea resistente HL60/ara-C

Al iniciar con el proceso de induccion a resistencia, se observa un rapido descenso
en la proliferacion celular, posteriormente la proliferacion para el dia 14, se
encontraba cercana al de la linea parental. Al aumentar nuevamente la
concentracion, se obtuvieron resultados similares, la proliferacién baja hasta casi el
60% y al llegar al dia 14 se asemeja al de la parental. Este comportamiento empezé
a variar al aumentar por tercera vez la concentracion debido a que la proliferaciéon
se mantuvo alrededor del 60% durante todo el periodo. Esto mismo se observo en
el dltimo incremento, donde la proliferacion de la linea no aumento si no hasta

pasados casi 90 dias con esta concentracion.
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8.3 Evaluacion del efecto de ara-C en la linea HL60/ara-C resistente

Con la finalidad de poder observar los cambios en el comportamiento de la linea
resistente, se realizO un ensayo en donde se cultivd la linea parental con
concentracion 450 nM de ara-C, posteriormente se evalué mediante la obtencién

del nimero celular.
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Figura 4. Namero celular de HL60 parental (A) y resistente (B) en presencia/ausencia de 450 nM de ara-C.
Promedio de tres experimentos independientes +/- error estandar. *P<0.05. en la prueba T de Student.

Los resultados de la figura 4, indican que 450 nM de ara-C inhibe en forma
significativa en mas del 80% la proliferacion de HL-60 parental respecto al control
sin ara-C, mientras que en la linea resistente solo se observa una disminucion de
alrededor del 20% respecto a la linea resistente sin ara-C, lo cual sugiere que la

linea HL60/ara-C adquiri6 resistencia a la citarabina.

En la siguiente imagen (figura 5) se puede observar fotografias tomadas a las lineas
en las concentraciones anteriormente mencionadas, en las cuales se denota el
comportamiento de estas en ausencia y presencia de 450 nM de ara-C tanto en la
linea parental como en la linea HL60/ara-C resistente destacando una marcada

disminucién en la proliferacién en la linea parental con la concentracion de ara-C y
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un efecto bajo en la linea resistente, estas fotografias corresponden con lo

observado en la figura 4:

Figura 5. Fotografias tomadas a las lineas HL60 parental y resistente sin y con 450 nM de ara-C a 20X
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Figura 6. Tincion de células HL60 parental y HL60/ara-C resistente con hemocolorante rapido después de 48

horas de cultivo con y sin concentracion de ara-C (450 nM) a 40X.

En las figura 6 se pueden observar cambios notables en HL60 parental con ara-C

denotando el aumento del estrés celular y una marcada disminucién del namero

celular, asi como la posible falta de integridad celular respecto a la linea parental

sin concentracion de ara-C, o la linea resistente, que aparenta tener cambios

cuando estan cony sin la concentracion de ara-C.

A su vez, se puede observar que a 40x se denotan posibles diferencias morfolégicas

entre las células parentales y resistentes quienes aparentemente incrementan

tamafio lo que indicaria cierta probabilidad de induccién de diferenciacion.
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8.4 Determinacién de la expresion génica de hENT1, dCK, MRP1y MDR1 en
HL60 parental vs HL60/ara-C resistente

Con la finalidad de observar los cambios en la expresion de genes reportados para
resistencia a ara-C se realizd PCR punto final, los resultados mostrados en la figura
7, en donde se observa un ligero aumento en la expresion del gen hENT1, y una
disminucién en dCK, MRP1 y MDR1.:

HL60 HL60
Parental Resistente
B-actina
hENT1
dCK
MRP1
MDRA1

Figura 7. Expresion de los genes sobre gel de agarosa mediante PCR en punto final.
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Un analisis densitométrico de las bandas con el programa Image Lab 6, revela que
existe una tendencia de aumento en la expresion de hENT1, pero no es significativa,
mientras se puede observar una disminucion significativa en la expresion tanto de
dCK, MRP1 y MDR1 (Figura 8).
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Figura 8. Evaluacion de la expresién génica de HL60 parental vs HL60/ara-C resistente mediante la
comparaciéon de la densidad éptica (DO) respecto a B-actina en los genes hENT1, dCK, MRP1 y MDRL.

Promedio de tres experimentos independientes +/- error estandar. *P<0.05 en la prueba T de Student.
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Tabla 5. Cambios observados en los genes evaluados en HL60/ara-C resistente vs HL60 Parental

Presenta Aumenta o disminuye la El cambio es
Molécula Funcion algun cambio  expresion respecto ala  significativo
en la parental
expresioén
hENT1 Transportad Si Ligero aumento No
or de
nucledsidos
dCK Nucleosido Sl Disminuye Si
cinasa
MRP1 Transporte Si Disminuye Si
MDR1 Transporte Si Disminuye Si
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8.5 Evaluacion de la ICsp a citarabina en HL60/ara-C resistente

Para poder evaluar el efecto que tuvo el desarrollo de resistencia a ara-C en HL60,
se realizaron nuevamente ensayos de inhibicibn a la proliferacion celular a
concentraciones crecientes de ara-C en la linea resistente recién establecida, que
se mantuvieron durante 48 horas para ser evaluados posteriormente mediante

ensayo de MTS.

HL60 (ara-C/resistente)

14 -

g 1 *
= J [
(=}
S 08 - J T *
(1}
I
3 0.6 T
£ Il 7 ™
(=]
7] J_ T *
=
< 0.4 A I T .|.
LI
0.2 A T
T
0
0 327 655 1309 2659 531.8 1084.1 21682 4340.5 8680.9 17361.8

Tratamiento ara-C (nM)

Figura 9. Reduccion de la proliferaciéon de la linea celular HL60/ara-C resistente en forma de concentracion-
respuesta inducida por ara-C, evaluado por MTS después de 48 horas de cultivo. Control con vehiculo (0), ara-
C (32.7, 65.5, 130.9, 265.9, 531.8, 1084.1, 2160.2, 4340.5, 8680.9, 17361.8 nM).

Como se logra observar en la figura 9, ara-C induce una disminucion significativa
desde 65 nM, que a pesar de ser una concentracion menor que en la linea parental,
se puede observar que HL60/ara-C resistente no tiene una disminucién drastica en

la proliferacién, al aumentar alin mas su concentracion respecto a la linea parental.
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Con los datos anteriores, se calculo la ICso de ara-C para la linea HL60/ara-C
resistente, la cual fue de 891 nM siendo 2.3 veces mayor que la linea parental (Tabla
5).
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8.6 Determinacion de una posible resistencia cruzada a daunorrubicina.

Distintos autores han reportado la pérdida de actividad de distintas moléculas
quimioterapéuticas cuando se presenta resistencia a ara-C, esto debido a las
mutaciones que se obtuvieron durante la generacion de resistencia, algunas de
estas se presentan en moléculas como dCK, MDR1, MRP, o Bcl-2, entre otros (Ka-
Na, Yue-Lian, Shun-Guo, Shi-Ying, & Hao, 2020; Shaffer, y otros, 2012; Baran,
Gunduz, & Ural, 2006; Levin, Stark, Berman, & Assaraf, 2019; Cai, y otros, 2008;
Martin-Aragon, y otros, 2000; Stegmann, Honders, Kester, Landegent, & Willemze,

1993; Mansson, Spasokoukotskaja, Sallstrom, Eriksson, & Albertioni, 1999).

Para poder evaluar la posible resistencia cruzada a una antraciclina
(daunorrubicina) en HL60/ara-C resistente, se realizé una vez mas ensayos de
inhibicion a la proliferacion celular a concentraciones crecientes de ara-C en la linea
resistente recién establecida y en la linea parental, que se mantuvieron durante 48

horas para ser evaluados posteriormente mediante ensayo de MTS.

Daunorrubicina induce una disminucion de la proliferacion significativa en la linea
parental desde 9.4 nM hasta alcanzar un 50% de reduccion respecto al control con
mas de 300 nM (Figura 10 A)

Al comparar el comportamiento de la linea resistente con la parental se puede
observar que son practicamente idénticas (Figura 10 A y B), sin observar cambios

significativos entre ambos gréficos.
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Figura 10 Reduccién de la proliferacién de la linea celular HL60 en forma de dependiente de la concentracion
inducida por daunorrubicina, evaluado por MTS después de 48 horas de cultivo. Control con vehiculo (0),
daunorrubicina (1.1, 2.4, 4.7, 9.4, 18.9, 37.8, 75.5, 151, 303.2). Promedio de tres experimentos independientes
+/- desviacién estandar. *P<0.05. en la prueba de Tukey A) HL60 parental B) HL60/ara-C resistente
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Con los datos anteriores se calculo la ICso de daunorrubicina para HL60 parental y
HL60/ara-C resistente (Tabla 5).

Tabla 6. Dosis media de inhibicién a citarabina y daunorrubicina en células HL60 parental y HL60/ara-C

resistente

HL60/ara-C
) HL60 parental
resistente
ara-C ICso (nM) 891 389
daunorrubicina
66.05 64.86

ICs0 (NM)

Como se puede observar en la tabla 5, la ICso para daunorrubicina, al igual que los

gréficos de la figura 10 se mantiene practicamente sin cambios.
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9. Discusion

La LMA es un tipo de cancer que se presenta en la sangre y en la médula ésea,
siendo el tipo de leucemia aguda mas comun en adultos, la cual empeora
rapidamente si no se trata, por lo que desde el diagndstico, se inicia con el
tratamiento que consiste en dos fases; Terapia de induccion a la remision, donde
es utilizado comunmente citarabina y una antraciclina en su combinacién 7+3, y la
Terapia de post remision o consolidacion, que inicia después de la leucemia esta
en remision el cual de igual forma se administra citarabina en dosis altas (HiDac),
acompafiado de trasplantes de médula 6ésea en pacientes menores a 60 afios (NHI,
NCI, 2021; American Cancer Society, 2021). A pesar de haberse estandarizado su
uso desde 1973, sus mejoras no han sido suficientes para mejorar la tasa de
supervivencia a mas de 5 afos, ya que esta se sigue manteniendo en alrededor del
25% (Percival & Estey, 2017).

En este estudio, se realizd el desarrollo de resistencia a ara-C en la linea de
Leucemia promielocitica aguda HL60, con la finalidad de que permita el desarrollo
de terapias menos toxicas, o en su defecto, que aumenten la sobrevivencia de los

pacientes al utilizarse como coadyuvante en la terapia convencional.

Con la finalidad de iniciar con el desarrollo de resistencia a citarabina, se realizaron
curvas de proliferacion y se obtuvo la ICso a citarabina, en donde esta fue de 389
nM. El valor referente a la citarabina concuerda con el valor reportado por distintos
autores (Crisp, et. al., 1996; Qin, et. al., 2007; Jagan, et. al., 2012).

Con base a la ICso, se inicio la induccion a la resistencia con 135 nM y se aumento6
progresivamente la concentracién de ara-C, hasta llegar a una concentracion en la
cual no se vieran afectadas aun pasados 90 dias con la misma concentracion,
durante el desarrollo de estas se observaron cambios en el comportamiento de las
células donde se observé una disminucion marcada en la proliferacion, un aparente
aumento en el tamafio celular, disminucion en la densidad de las colonias, cambios
en el consumo del medio de cultivo, aumento de células en desintegracién que no
mejora hasta después de varios meses, esto concuerda con lo observado por

distintos autores durante el desarrollo de distintas lineas de leucemia resistentes
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(Chen, Wei, & Cheng, 2018; Ohnoshi, Ohnuma, & Takahashi, 1982; Han, Zhu, &
Wang, 2014).

Una vez mostrado que se tenia una célula HL60 resistente a ara-C con una
concentracion de 450 nM y que es similar a la reportada en la literatura (Crisp, et.
al., 1996; Qin, et. al., 2007; Jagan, y et. al., 2012) se estableci6 una curva
concentracion-respuesta de proliferacion de la linea resistente y se encontré que es

2.3 veces mayor que la parental.

La resistencia a ara-C reportada para HL60 varia segun cada autor, llevandola
desde 6 veces la ICso parental hasta 50 veces y hasta 2500 veces mayor en otros
tipos de neoplasias (He, Hajj, Knapp, & Whitehead, 2019; McDermott, et. al., 2014),
sin embargo, otros autores concuerdan que el grado de resistencia a farmacos solo
es clinicamente relevante si esta es de dos a diez veces mayor la ICso de la linea
resistente sobre la linea parental, debido a que los pacientes posteriores a la
guimioterapia presentan resistencia de dos a cinco veces mayor (Su, Davey, Davey,
& Kidman, 1994; Negoro, et. al., 2011; Yamauchi, et. al., 2013; McDermott, et. al.,
2014; He, Hajj, Knapp, & Whitehead, 2019).

Respecto a la evaluacién de la expresion génica, se observaron resultados similares
a los reportados por distintos autores en lineas resistentes, donde se observa que
hENT1 no presenta cambios en la expresion, mientras que dCK presenta una
disminucion en la expresion, a su vez MRP1 y MDR1 tienen una disminucion en su
expresion, lo que no concuerda con lo observado por Takemura y colaboradores,
donde menciona que la resistencia especifica a citarabina no aumenta la expresion
de MDR1 ni MRP1 (Levin, Stark, Ofran Yishai, & Assaraf, 2021; Shigemi,
Yamahuchi, Tanaka, & Ueda, 2013; Negoro, et. al., 2011; Tang, et. al., 2012; Kojima,
et. al., 2002; Nishi, et. al., 2020; Takemura, Urasaki, Yoshida, Fukushima, & Ueda,
2001). Esta diferencia se puede explicar con base a las posibles diferencias
intrinsecas de respuesta de la linea celular o tiempo de evolucion de la induccion
de resistencia para fijar una expresion alterada de un gen (Mansoori, Mohammadi,

Davudian, Shirjang, & Baradaran, 2017)
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La disminucion marcada de dCK, es muy influyente en la resistencia ara-C, debido
a que la ausencia de esta molécula provocaria que el metabolito ara-C no pueda
continuar su ruta metabdlica dentro de la célula, impidiendo accion sobre las células
neoplasicas (Rein & Rizzieri, 2014; Luwenberg, et. al., 2011; Wu, Duan, Chen, &
Chen, 2017, Cros, et. al., 2004, Takemura, Urasaki, Yoshida, Fukushima & Ueda,
2001).

Basado en estos datos, se sugiere que la causa de la resistencia a ara-C es la
disminucién de la expresion de dCK (figura 10), a las cuales se les necesitaria

realizar evaluacion de la expresion génica para ver su papel dentro de la resistencia

a ara-C.
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Figura 11. Posible ruta de resistencia a ara-C basado en los resultados obtenidos mediante PCR en punto
final, la linea en rojo sefiala el gen con mayor causante en resistencia a ara-C y en naranja dos moléculas
posiblemente implicadas. Editado de Fajardo-Ordufia, et. al, 2021.

Referente a la posibilidad de una resistencia cruzada a daunorrubicina, al realizar

una curva concentracion respuesta tanto en la linea parental como resistente se
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observé que la ICso en ambas lineas se mantiene sin cambios, mas deberia
corroborarse con otros antineoplasicos para evaluar si es resistente a otras
antraciclinas o arabinosidos, lo que concuerda con lo reportado por Levin y
colaboradores y Nishi y colaboradores, que mencionan que el eflujo inducido por
MDR1 no es un mecanismo establecido de resistencia a ara-C en la resistencia
especifica a ara-C, y que por ende no genera resistencia cruzada a las antraciclinas
(Levin, Stark, Ofran Yishai, & Assaraf, 2021; Takemura, Urasaki, Yoshida,
Fukushima & Ueda, 2001).

Dada la importancia de ara-C como el tratamiento principal para casos de LMA, la
obtencion de una linea resistente nos puede ofrecer encontrar nuevas vias y
estrategias para superar la resistencia a multidrogas, y mejorar la supervivencia de

los pacientes a largo plazo.
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10. Conclusiones

Se obtuvo el desarrollo de resistencia clinicamente relevante a citarabina en la linea
de leucemia promielocitica HL60 (En el parrafo 6 de la discusién se describe que se

considera clinicamente relevante).

Se logro6 obtener la ICso de citarabina y daunorrubicina en HL60 parental y HL60/ara-

C resistentes.

Se sugiere que la disminucion de la expresion de dCK es la causante de la

resistencia en HL60/ara-C resistente es la disminucién de la expresion de dCK.
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