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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad hematolégica del sistema
hematopoyético que afecta principalmente a adultos mayores. Durante los Ultimos 50 afios
el tratamiento estandar ha sido la administracion de citarabina (Ara-C) en combinacion con
antraciclinas, sin embargo, la principal dificultad durante este tratamiento es que los
pacientes sufren una recaida a pesar de haber tenido una respuesta positiva al inicio. La
principal causa de las recaidas es que reaparecen células leucémicas que se han vuelto
resistentes a los farmacos. Tras esta problemética, existe la necesidad de estudiar mas a
fondo los mecanismos que estan involucrados en la resistencia a los tratamientos, una
estrategia para ello es el desarrollo de sublineas celulares resistentes a drogas. El objetivo
de este trabajo fue desarrollar una sublinea celular murina resistente a Ara-C a partir de la
linea parental de WEHI-3, a la cual llamamos WEHI-3/Ara.CR50. Esta sublinea celular,
WEHI-3/Ara-CR50, present6 un incremento en la ICso a Ara-C de 13.5 veces, manteniendo
su capacidad de proliferacion y viabilidad ademas de presentar cambios en la expresion de
genes caracteristicos de la resistencia a Ara-C (disminucion en la expresion de ENT1 y
dCK), lo anterior en comparacion con la linea WEHI-3 parental. Esta linea celular resistente
al principal farmaco usado para el tratamiento de la LMA, podré servir en investigaciones
futuras como modelo de estudio para conocer mas sobre las rutas moleculares implicadas
en la resistencia a Ara-C y la evaluacion de nuevas propuestas de tratamiento para este
tipo de leucemia tanto en estudios in vitro como in vivo.



1. Introduccién

El cancer es la principal causa de muerte alrededor del mundo, en el afio 2020 se le
atribuyeron a esta enfermedad casi 10 millones de defunciones (OMS, 2022). En el afio
2021, la American Cancer Society estimo6 que de los diferentes tipos de leucemia o cancer
en la sangre, la leucemia mieloide aguda (LMA) recién pronosticada es la mas prevalente
y la principal causa de m3uertes relacionadas a este tipo de cancer. La LMA afecta a adultos
de mediana edad y adultos mayores y >2/3 casos ocurren en paciente mayores de 50 afos,
con una edad media de diagnéstico de 68 afios, ademas de que representa
aproximadamente el 18% de los diagndésticos de leucemia infantil. (Floren y Gillette, 2021;
Stubbins et al., 2022).

Las personas que sufren de esta enfermedad, generalmente son sometidas a una
quimioterapia de induccion (basada en citarabina), lo que resulta que mas del 65% de
pacientes mayores de 60 afios pueden lograr una remisién completa. Sin embargo, a pesar
de la quimioterapia de consolidacion y/o el trasplante alogénico de células
hematopoyéticas, las recaidas o reapariciones de la enfermedad son comunes (hasta el
40% en jévenes y el 60% en adultos mayores), y Unicamente una minoria de los pacientes
con LMA sobreviven a largo plazo (Russell et al, 2022; Meillon y Demichelis, 2020; Farge
et al., 2017). Estudios poblacionales han descrito tasas de supervivencia a 5 afos inferiores
al 10% para pacientes mayores de 70 afios, mientras que la supervivencia se acerca al 50%
para las personas mas jovenes (Roloff et al., 2022). La citarabina o Ara-C, es el farmaco
base en las diferentes etapas del tratamiento contra la LMA desde hace alrededor de 50
afos. Actualmente la resistencia a farmacos sigue siendo el principal factor limitante para
lograr una remision completa en pacientes con cancer, incluyendo pacientes con LMA
(Vasan, Baselga y Hyman, 2019).

La resistencia a los farmacos quimioterapéuticos esta muy asociada con factores tanto
intrinsecos como adquiridos, a saber, las alteraciones en la orientacion del farmaco y la
transduccién de sefales de moléculas mediadas por diversos transportadores de farmacos
(p. €j., glicoproteina p), proteinas asociadas a la resistencia, dafios en el ADN vy, finalmente,
debido a evasiones apoptdticas (Nandi et al., 2020). Asi, se ha decidido implementar
diversos modelos para estudiar el fendmeno de resistencia a farmacos, partiendo con
estudios in vitro, donde se expone a la linea celular a concentraciones crecientes y de
manera constante a farmacos usados durante la terapia para tratar el cancer y asi poder
observar como las moléculas que estan presentes en la captacion del farmaco dentro de la
célula y moléculas involucradas en la resistencia a farmacos se ven modificadas ante estas
condiciones. Por lo que el desarrollo de sublineas celulares de LMA resistentes a farmacos,
incluyendo a Ara-C, son de gran relevancia para seguir investigando el problema de
recaidas en pacientes con este tipo de leucemia.



2. Hematopoyesis

Durante su vida, los seres humanos requieren una renovacion continua de los diferentes
tipos de células que conforman sus drganos. Las células encargadas de esta renovacion
son denominadas “Células Troncales” y son caracterizadas por su capacidad de
autorrenovacion, asi mismo, tienen la caracteristica de responder a estimulos generados
en el ambiente donde se encuentren, comprometiéndose a su diferenciacion hacia distintos
linajes celulares con caracteristicas y funciones especializadas de cada 6rgano. Estas
caracteristicas permiten mantener la homeostasis tisular durante el desarrollo, la vida adulta
y en la reparacién de tejidos tras alguna lesion (Pantoja-Ramirez y Alba, 2014; Chavez,
2017).

Las HSCs (HSC por sus siglas en inglés), son células multipotentes que generan células
progenitoras, estas Ultimas generan precursores que se diferencian a los linajes de los
glébulos sanguineos (eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos y plaquetas),
responsables de la renovacion permanente de todos los linajes durante la vida util de un
organismo, este proceso de produccién de células sanguineas es llamado hematopoyesis
(Li et al. 2015; Zhao et al., 2021; Dzierzak y Bigas, 2018; Mayani et al., 2007). Desde el
descubrimiento de las HSCs en 1961 por Till y McCulloch en la médula ésea (MO), se ha
avanzado considerablemente, y desde entonces, los cientificos se han interesado en
desarrollar métodos para comprender mejor la caracterizacion de sus propiedades
funcionales y los mecanismos que controlan su destino. Estos procesos de decision del
destino deben de ajustarse con precisibn para mantener un nivel estable de HSCs
funcionales en la MO y proporcionar constantemente progenitores para los diferentes linajes
hematopoyéticos (Li et al., 2015; Cheng, Zheng y Cheng, 2020). Asi, las HSCs son capaces
de someterse a varias decisiones del destino celular, que incluyen autorrenovacion,
migracién, diferenciacién, supervivencia y muerte, que tienen un papel critico en la
regulacion de su numero y vida. Para ello, las HSCs estan reguladas por factores de
transcripcion y factores de crecimiento, estos ultimos producidos por células del
microambiente y del nicho que las rodea (Li et al., 2015). En los mamiferos adultos, las
HSCs residen en el nicho de la MO, sin embargo, su origen se remonta al periodo de la
organogénesis embrionaria, cuando se especifican a muchos tipos de células diferentes
(Dzierzak y Bigas, 2018).

El proceso de autorrenovacion puede ser simétrico, generando dos HSCs hijas, o
asimétrico, dando como resultados una HSC y otra progenitora aguas abajo que posee una
capacidad reducida o nula de autorrenovacion, estableciendo asi una jerarquia para
mantener la produccion de sangre a lo largo del tiempo sin agotamiento. Por otro lado, las
HSCs generan células troncales hematopoyeéticas a largo plazo (LT-HSC, por sus siglas en
inglés), las cuales son capaces de autorrenovarse indefinidamente, mientras que las células
troncales hematopoyéticas a corto plazo (ST-HSC, por sus siglas en inglés) se
autorrenuevan durante un intervalo definido. Las ST-HSC se diferencian en progenitores
multipotentes no autorrenovables (MPP, por sus siglas en inglés) de los cuales se derivan
los progenitores de linfocitos comunes (CLP, por sus siglas en inglés) y los progenitores
mieloides comunes (CMP, por sus siglas en inglés), dos progenitores oligopotentes mas
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restringidos que finalmente dan lugar a una progenie diferencial a través de etapas de
maduracion funcionales irreversibles. Las CLP estan restringidas a dar linfocitos T, linfocitos
B y células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), mientras que las CMP dan
lugar a progenitores de granulocitos/macréfagos (GMP, por sus siglas en inglés), que
generan monocitos, macrofagos y granulocitos, y progenitores megariocitos/eritroides
(MEP, por sus siglas en inglés), que producen megariocitos, plaquetas y eritrocitos. Los
marcadores de superficie que distinguen a los diferentes tipos de progenitores y los factores
de transcripcion que son esenciales para cada paso de la diferenciacién durante la cascada
hematopoyética (Figura 1., Li et al., 2015).

t LT-HSC
I
ST-HSC

MPP
|

"$ &

N N : r‘_\ :
: :
ot (o CFU-M  CRU-G : Pre-B
| | | CFU-Eo  CFU-B : | :
CFU-E =< : :
e Megacariocito g : . . E
| Monacito o H Células Células :
) > : B T :
’ | Granulocito ; E ;
Eritrocito g Q Neutrdfilo  Grapulocita = o e s
% Eosinofilo  Granulocito o
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dendritica NK

Figura 1. Cascada hematopoyética. LT-HSC: célula troncal hematopoyética a largo plazo; ST-HSC:
célula troncal hematopoyética a corto plazo; MPP: progenitores multipotentes; CMP: progenitor
mieloide comuan; CLP: progenitor mieloide comin; MEP: progenitor megacariocito-eritroide; GMP:
progenitor mieloide granulocitico; BFU-E: unidad formadora de brotes de eritrocitos; CFU-Meg:
unidad formadora de colonias de megacariocitos; CFU-M: unidad formadora de colonias de
macrofagos; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; CFU-G: unidad formadora de colonias
de granulocitos; ; CFU-Eos: unidad formadora de colonias de eosinéfilos; CFU-B: unidad formadora
de colonias de basdfilos; Pro-B: progenitor de células B; Pro-T: progenitor de células T. Tomado y
modificado de Lara, 2021.
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3. Leucemia

La leucemia es la disfuncion de la hematopoyesis en la que los progenitores mutantes
proliferan sin control y generan grandes cantidades de leucocitos anormales que se
acumulan en la MO, sangre periférica, bazo y otros 6rganos. Suprime la produccion de
células sanguineas normales y provoca anemia, alto riesgo de infeccion y trastornos de
coagulacién, etc. Los eventos de transformacién ocurren en las células que conducen a la
pérdida de control sobre las decisiones del destino celular pueden conducir al cancer (Ci et
al., 2022; Li et al., 2015). La leucemia representa el 2.5% de todos los casos de cancer y
en 2020 se diagnosticaron mas de 470 000 de pacientes en todo el mundo, representando
casi el 4.7% de todas las muertes relacionas con cancer, ademas de ser diagnosticada
como el decimosexto cancer mas comun, con mas de 495 000 casos nuevos notificados en
el 2020. Las leucemias generalmente se clasifican en subtipos definidos por el linaje celular
(linfocitico o mieloide) y la etapa de detencion de la maduracién (aguda o crénica). Por lo
general, los tipos de leucemia mas comunes incluyen la leucemia mieloide aguda (LMA), la
leucemia mieloide crénica (LMC), la leucemia linfoblastica aguda (LLA) y la leucemia
linfoblastica crénica (LLC) (Ci et al., 2022); ademas, a nivel mundial, la carga de morbilidad
por leucemia es mayor entre los hombres que en las mujeres (Bispo et al., 2020; Amini,
Sharma y Jani, 2023).

Aproximadamente el 4.8% de todos los casos de leucemia y linfoma se diagnosticaron en
personas menores de 20 afios. Como tal, constituyé aproximadamente entre el 20% y 30%
de todos los canceres de este grupo de edad. La LLA, que es mas comun en la infancia y
la adolescencia, representa aproximadamente el 75% de todos los casos de leucemia en
personas menores de 20 afios y aproximadamente una cuarta parte de todos los canceres
pediatricos; su incidencia maxima se da en nifios de 2 a 5 afios. Por lo contrario, la LMA,
con una incidencia global de 3 a 5 casos por 100.000 en la poblaciéon general, es mucho
mas prevalente en adultos, con una incidencia de solo 7,7 por millén entre las edades de 0
a 14 afos. De hecho, la edad promedio del diagnéstico de LMA es de 66 afios, con un 54%
de los pacientes diagnosticados después de los 65 afios y un 33% adultos mayores de 75
anos (Tebbi, 2021).
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4. Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

La LMA es una enfermedad hematol6gica caracterizada por la expansion clonal de células
hematopoyéticas mieloides inmaduras (mieloblastos), que se acumulan en la MO y en la
sangre, en la que resulta una hematopoyesis disfuncional, ademas de que pueden infiltrarse
en tejidos como el bazo, higado, piel, encias y sistema nervioso central (Fajardo et al., 2021,
Floren y Gillete, 2022). La LMA ocurre con mayor frecuencia en pacientes de edad
avanzaday es la leucemia aguda mas comudn en adultos, representando aproximadamente
el 80% de los casos en este grupo. En Estados Unidos, la edad media en el momento del
diagnéstico es de mas de 65 afios, y la incidencia aumenta progresivamente con la edad,
de modo que mas del 40% de los pacientes son diagnosticados actualmente con mas de
70 afios. Mientras que, en México, en un estudio de 525 pacientes, se reporté una edad
media al diagnéstico de 47 afios (rango de 14-95 afios), teniendo un mayor nimero de
incidencia en el género masculino (Webster y Pratz., 2018; Ferrara et al., 2019; Arana,
2022; De Kouchkovsky y Abdul-Hay, 2016). De todos los tipos de leucemia, la LMA
representa el porcentaje mas alto (62%) de las muertes por esta enfermedad (Shallis et al.,
2019). Los pacientes en general con LMA no sobreviven mas de 5 afios, solo menos del
25% de pacientes con una edad de 60-65 y menos del 10% de pacientes con una edad de
70 afios 0 mas sobreviven, a comparacion de los pacientes que tienen una edad de 50 afios
0 menos, sobreviven el 50% (Venditti et al., 2023).

Actualmente existen tres clasificaciones para la LMA, entre las que se encuentra la
clasificacion French-American-British (FAB). Esta clasificacion fue la primera y propone
ocho subtipos de LMA segun las caracteristicas morfolégicas de las células y su madurez,
sin embargo, aunque la clasificacion FAB todavia se usa para agrupar a los pacientes en
diferentes subtipos, el diagnéstico y el tratamiento estan determinados por los sistemas de
clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la European LeukemiaNet
(ELN) (Fajardo et al., 2021). La OMS en sus pautas actualizadas de 2016 distingue seis
grupos de LMA: (1) LMA con anomalias genéticas recurrentes, (2) LMA con cambios
relacionados con la mielodisplasia, (3) Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia, (4)
LMA no especificada, (5) sarcoma mieloide y (6) proliferaciones mieloides relacionadas con
el sindrome de Down (Pelcovits y Niroula, 2020). Por otro lado, la clasificacién del ELN
propone tres grupos: riesgo favorable, riesgo intermedio y riesgo adverso, que se basan
principalmente en anomalias citogenéticas previas al tratamiento en los genes NPM1, FLT3,
CEBPA, RUNX1, ASXL y TP53 (Fajardo et al., 2021). Estas tres clasificaciones para
agrupar a la LMA se siguen ocupando actualmente (Short y Ravandi, 2016).
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5. Tratamiento parala LMA

La eleccion del tratamiento inicial para tratar la LMA es cada vez mas compleja y desafiante,
especialmente para pacientes mayores de 60 afos, ya que se ven involucrados mas
parametros para esta eleccion, asé como la condicion fisica, edad, parametros clinicos,
perfil citogenético y perfil molecular de la enfermedad. Las opciones de tratamiento se han
dividido en regimenes intensivos y no intensivos (Venditti et al., 2023), por lo que a
continuacion abordaremos el régimen intensivo.

La citarabina o Ara-C y su combinacién con las antraciclinas ha sido la terapia base contra
la LMA durante los ultimos 50 afios, la cual se conoce como “régimen 7+3”, el cual consiste
en la administracion de Ara-C durante 7 dias + 3 dias de una antraciclina (cominmente
usado daunorrubicina). Esta terapia de induccién conduce a una remision completa (RC)
en hasta el 80% de los pacientes con una enfermedad de riesgo favorable y entre el 50% y
60% a aquellos pacientes con enfermedad de riesgo adverso (Pelcovits y Niroula, 2020;
Kantarjian et al., 2021); a pesar de todo, la mayoria de ellos no sobreviven a largo plazo
(méas de cinco afios), y esto se debe en gran parte a la mortalidad relacionada con el
tratamiento y la aparicion de recaidas asociadas a la resistencia a farmacos (Fajardo et al.,
2021). La supervivencia a largo plazo es reducida en un gran nimero de pacientes y el
tratamiento no tiene un avance significativo en la esperanza de vida, por lo tanto, la LMA se
continla tratando con un tratamiento basado en el esquema de terapia combinada, el cual
se divide en terapia de induccion, consolidacién y mantenimiento, ademas de recurrir,
cuando sea posible, a un trasplante de HSCs (Aguifiiga et al., 2021; Gabra Salmena, 2017).

El objetivo principal de la terapia de induccion es lograr la RC, definida clinicamente como
el recuento de blastos mieloides en la MO por debajo del 5%, o un estado de enfermedad
residual, es decir, reducir la carga leucémica y restaurar la hematopoyesis normal, pero los
pacientes generalmente necesitan un tratamiento mas intensivo (consolidacion) para lograr
un control y/o cura de la enfermedad (Marin et al., 2016; Gabra y Salmena, 2017).

Por otro lado, la etapa de consolidacién tiene como objetivo prevenir la recaida (Fajardo et
al., 2021). Después de alcanzar la RC, lo ideal es que los pacientes se consoliden con
regimenes que incluyan dosis intermedias de Ara-C, aunque en algunos centros todavia se
utiliza Ara-C en dosis altas (3000 mg/m 2), pero su alta toxicidad y su incapacidad para
mejorar la supervivencia son argumentos en contra de su uso continuo (Déhner et al., 2022).

La FDA define la terapia de mantenimiento para la LMA como un curso de tratamiento
prolongado, pero de duracion limitada, que suele ser menos toxico y se administra después
de lograr la RC con el objetivo de reducir el riesgo de una recaida (Déhner et al., 2022).
Después de recibir quimioterapia de induccion, los pacientes con caracteristicas de
enfermedad de riesgo favorable que logran la remision generalmente se les recomienda
continuar con quimioterapia de consolidacién, con un régimen basado en dosis altas de
Ara-C, mientras que los pacientes con caracteristicas de enfermedad de riesgo adverso y
los pacientes con caracteristicas de riesgo inmediato, deben someterse para un trasplante
alogénico de células troncales, ya que el riesgo de recaida para estos pacientes cuando se
tratan con quimioterapia sola es inaceptablemente alto (Short et al., 2020), de hecho, la
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mayoria de los pacientes recaen y solo el trasplante alogénico de células troncales podria
ser la Unica solucion (Farge et al., 2017).

Aquellos pacientes con enfermedad quimiosensible (pacientes més jovenes y aquellos sin
antecedentes de enfermedad hematoldgica, citogenética adversa o mutaciones deletéreas)
tienen mas probabilidades de obtener un beneficio de supervivencia con dosis mas altas de
quimioterapia citotoxica durante la induccién y la consolidacién, a pesar de la posible
toxicidad adicional de estos regimenes mas intensos. Por lo tanto, para esta poblacion, es
razonable un refinamiento adicional del régimen de induccion a través de la modificacion
del tratamiento central de la induccién y la combinacién de agentes guimioterapéuticos
alternativos y estrategias de dosificacion. Por el contrario, para aquellos pacientes con una
enfermedad biol6gicamente mas compleja y resistente a los farmacos, es probable que
hayamos llegado al limite de la quimioterapia citotoxica. En este subgrupo de pacientes con
enfermedad quimiorresistente, se necesitan nuevas estrategias de tratamiento (Short y
Ravandi, 2016). El desarrollo de terapias adicionales centradas en subgrupos genémicos,
moleculares o celulares dirigidos tiene como objetivo crear farmacos que sean mas
efectivos y menos toxicos, sin embargo, ain no ha sido posible obtener mejoras
significativas (Fajardo et al., 2021).

La LMA en la poblacion de edad avanzada es un reto terapéutico especial, esto es debido
al mal estado funcional de este grupo, lo que da como resultado el aumento de la toxicidad
relacionada con la terapia, ademas, este grupo de pacientes también presenta una mayor
resistencia al tratamiento (Fajardo et al., 2021). Los regimenes basados en quimioterapia
intensiva estandar siguen siendo fundamentales para inducir una RC en la LMA, con tasas
de RC del 60% al 85% para adultos menores de 60 afios y de un 40% a 60% para pacientes
mayores de 60 afios (Niu-Peng y Liu, 2022). Un obstaculo importante en el tratamiento de
la LMA es la enfermedad refractaria o la recaida después de haber logrado la RC, ya que
de este Ultimo surge de una de las pocas células resistentes a la terapia, sin embargo, cabe
destacar que aproximadamente entre el 10% y el 40% de los pacientes con LMA recién
diagnosticada no logran una RC (Stelmach y Tumpp, 2023; Li et al., 2023). El origen de la
recaida se remota a las células leucémicas resistentes a la terapia, y esta resistencia a los
medicamentos, que incluye tanto a pacientes que no responden inicialmente al tratamiento
como a los que recaen después de una respuesta inicial (Stelmach y Tumpp, 2023; Morales
et al., 2023). Desafortunadamente, a pesar de someterse a un régimen de quimioterapia
tan agresivo con todas las toxicidades y efectos secundarios asociados, muchos pacientes
aun recaen dentro de los 5 afios (Gabra y Salmena, 2017).
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6. Mecanismo de accién de Ara-C.

La Ara-C es un medicamento utilizado en el manejo y tratamiento de leucemias y linfomas.
Pertenece al grupo de medicamentos antimetabdlicos. Ara-C es un farmaco citotéxico de la
fase celular, principalmente de la fase S, que es cuando las células se someten a la sintesis
del ADN. Bajo ciertas circunstancias, puede bloquear la progresion de las células de la fase
Gl alafase S. A principios de la década de 1950, los investigadores descubrieron a Ara-C
como nucledsido (que contiene azlcar arabinosa) en Cryptotethia crypta, una especie de
esponja (Farugi y Tadi, 2020; Murphy y Yee, 2017).

Para que pueda funcionar como un agente antitumoral, Ara-C ingresa a la célula por medio
de la membrana con ayuda de proteinas, principalmente el transportador de nucledsidos
equilibrantre 1 (ENT1), posteriormente la enzima desoxicitidina quinasa (dCK) convierte a
Ara-C en monofosfato de citarabina (Ara-CMP), Ara-C se fosforila en difosfato de citarabina
y trifosfato de Ara-C mediante las enzimas desoxicitidina monofosfato quinasa (dCMK) y
nucleédsido difosfato quinasa (NDPK). La forma de trifosfato de citarabina (Ara-CTP) es una
forma activa que puede inhibir la accion de la ADN polimerasa. Ara-CTP compite con el
trifosfato de desoxicitidina (dCTP) en el proceso de transcripcion del ADN, después de
cooperar con la cadena de ADN, Ara-CTP actiia como una cadena terminadora, inhibiendo
asi el alargamiento, la sintesis y la reparacion del ADN. La consecuencia de esto es el
blogueo del ciclo celular desde la fase G1y la fase S, provocando la muerte celular. (Figura
2.) (Arwanih, Louisa y Wanandi, 2022).
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Figura 2. Mecanismo molecular y accion de Ara-C dentro de la célula. Ara-C es transportado dentro
de la célula mediante ENTZ1; dentro de la célula Ara-C es fosforilado secuencialmente por la kinasas
(dCK, dCMP y NDPK) para activar el antimetabolito Ara-CTP, el cual se transloca al niicleo y bloquea
la sintesis de ADN. Eventualmente la célula muere por apoptosis y el paciente sobrevive. Tomado
y modificado de Fajardo et al., 2021.
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Un estudio preliminar de las vias que desempefian un papel en el mecanismo de transporte,
activacion y degradacion de Ara-C en las células nos ayuda a comprender el mecanismo
de resistencia de la LMA a este farmaco. Uno de los principales mecanismos de resistencia
es causado por una deficiencia de la absorcion de Ara-C dentro de las células, esto se debe
a la actividad reducida de ENT1, que es causado por una mutacion del gen SLC29A1,
ademas de la alta actividad de las proteinas ABCC10 y ABCC11 que da como resultado
gue una cantidad significativa de Ara-C que ha estado en la célula sea bombeada fuera de
la célula en exceso. La actividad reducida de las enzimas dCK, dCMK y NDPK también son
la causa de la baja actividad de la fosforilacion, por lo que el proceso de fosforilacion de
Ara-C disminuye, evitando que se intervenga en la sintesis del ADN. (Figura 3) (Fajardo et
al., 2021).
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Figura 3. Mecanismo de resistencia de Ara-C. Algunos mecanismos de resistencia se caracterizan
por la disminucién de ENT1 la cual no permite la entrada de Ara-C dentro de la célula, mientras que
los niveles bajos de dCK no permiten la correcta fosforilacion de Ara.C, por lo que las células
leucémicas seguiran creciendo. Tomado y modificado de Fajardo et al., 2021.
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7. Resistencia a farmacos en LMA

El National Cancer Institute define que la quimiorresistencia o resistencia a farmacos es una
situacion que se presenta cuando células cancerosas o microorganismos, como bacterias
0 virus, no responden al medicamento que suele debilitarlos o destruirlos. La resistencia
farmacologica se presenta antes, durante o después de administrar el tratamiento, y este
sigue siendo el principal factor limitante para lograr una remision completa en pacientes con
cancer (NIH, s.f.; Vasan-Baselga y Hyeman, 2019). Datos estadisticos muestran que mas
del 90% de la mortalidad de los pacientes con cancer se atribuyen a que generan una
resistencia a los medicamentos (Bukowski, Kciuk y Kontek, 2020).

La recaida y la enfermedad refractaria (R/R) son problemas importantes que impiden una
respuesta adecuada al tratamiento de la LMA. Debido a que la recaida se refiere a la
reaparicion de la enfermedad, esta ampliamente relacionada con la enfermedad refractaria,
lo que a su vez conduce a un mal pronéstico (Fajardo et al., 2021). La recaida sigue siendo
un escenario comun y frecuente durante el tratamiento de la LMA, el cual ocurre en entre
el 10% y el 40% de los pacientes mas jévenes y en personas mayores de 60 afos tiene
una frecuencia entre del 40% al 60% en estos pacientes, siendo la principal causa del
fracaso del tratamiento a largo plazo (Thol y Ganser, 2020; Kropp y Li, 2022). Sin embargo,
con cada recaida, los pacientes experimentan una disminucion de la respuesta al
tratamiento (Atieh et al., 2021). A pesar del progreso en el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas, la (R/R) se asocia con malos resultados que todavia representa una
necesidad médica sin ser cubierta; las opciones de tratamiento para estos pacientes
incluyen someter al paciente a ensayos clinicos, alo-trasplante de células troncales o a una
terapia dirigida (Brancati et al., 2021). La enfermedad refractaria se define como cualquier
fracaso para lograr la remision completa después de dos ciclos de terapia de induccion. La
refractariedad a los medicamentos puede existir antes de la exposicion a los agentes
quimioterapéuticos (resistencia primaria o intrinseca) o puede desarrollarse o mejorarse
durante el tratamiento farmacolégico (resistencia secundaria o adquirida) (Marin et al.,
2016). La resistencia intrinseca significa que un cancer sin tratamiento previo no responde
al tratamiento desde el principio, mientras que en la resistencia adquirida hay una respuesta
inicial a la terapia, pero la resistencia se va a desarrollando con el paso del tiempo
(Rothenburger et al., 2021). De esta manera, la resistencia primaria es el fenémeno por el
que las células tumorales, como las células en la fase no proliferativa GO, no son sensibles
a los farmacos antes del uso de farmacos antitumorales. Mientras que la resistencia
adquirida se refiere al fendmeno en que las células tumorales iniciales son sensibles a los
medicamentos para la quimioterapia, pero el efecto de estos se reduce gradualmente y
produce resistencia a los medicamentos después de la terapia de induccién (Zhang et al.,
2019). Aproximadamente, un tercio de los pacientes con LMA que son adultos, son
resistentes a la terapia de induccion inicial, o se producen recaidas en la mayoria de los
pacientes que logran una remision (Ma et al., 2019).

Debido a la importancia de la resistencia a farmacos en la LMA y la probleméatica que surge
para tratar esa enfermedad, Short y colaboradores, han propuesto una nueva clasificacion
donde se puede dividir de manera clara a los pacientes con LMA en pacientes con
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enfermedad quimiosensible o quimiorresistente, segun la edad del paciente, las anomalias
citogenéticas y moleculares y la presencia o ausencia de una neoplasia maligna
hematoldgica anterior. Dicha distincion proporciona un panorama para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas para la LMA; los pacientes con enfermedad quimiosensible
(pacientes mas jovenes y aquellos sin antecedentes de malignidad hematolégica,
citogenética adversa o mutaciones deletéreas) tienen mas probabilidades de obtener un
beneficio de supervivencia con dosis mas altas de quimioterapia citotoxica durante la
induccién y la consolidacion (Tabla 1) (Short y Ravandi, 2016).

Tabla 1. Clasificacién de la LMA dividida en enfermedad quimiosensible, quimiorresistente innata y
quimiorresistencia adquirida.

Tipo de LMA Caracteristicas Tratamiento
Quimiosensible *  Sin mutacion KIT Intensificacion de la dosis
* Sin mutacién FLT3 de quimioterapia

+ Pacientes jovenes sin
terapia relacionada a
la LMA o
antecedentes de
transtorno
hematolégico

Quimiorresistencia + Citogénetica adversa Nuevos agentes (p. €j.,
innata * Mutacién FLT3-ITD terapia molecular dirigida
» Pacientes jévenes o 0 basada en el sistema
mayores con t-LMA o inmunitario)
AHD.
Quimiorresistencia Adaptacién al nuevo entorno Tratamientos existentes
adquirida definido por la quimioterapia o (quimioterapia y nuevos
nuevo tratamiento; cambio de agentes) sin aumento
perfil mutacional; supervivenciay | significativo de la
proliferacion. supervivencia

AHD=antecedente de trastorno hematolégico; LMA=leucemia mieloide aguda; CBF=factor de unién
central; ITD=duplicacion interna en tandem; t-LMA=LMA relacionada con la terapia. Tomado y
modificado de Short y Ravandi, 2016; Fajardo et al., 2021.

La resistencia a los farmacos quimioterapéuticos esta muy asociada con factores tanto
intrinsecos como adquiridos, a saber, las alteraciones en la orientacién del farmaco y la
transduccién de sefales de moléculas mediadas por diversos transportadores de farmacos
(p- €j., glicoproteina p), proteinas asociadas a la resistencia, dafios en el ADN y, finalmente,
debido a evasiones apoptéticas (Nandi et al., 2020).
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A lo largo del estudio de la LMA, se han ubicado ciertas moléculas que se ven involucradas
en la resistencia a farmacos dentro de la célula. Al respecto, se han estudiado diversos
genes asociados a la resistencia a Ara-C en la LMA, entre ellos, encontramos a dCK, la
cual cataliza la fosforilacion de Ara-C a Ara-CMP, primer paso y el mas importante para la
eventual incorporacion de trifosfato de Ara-C en el ADN (Wu et al., 2021); ademas, es la
enzima limitante de la velocidad de la via de rescate que fosforila los analogos de
nucleosidos, incluidos Ara-C, a los respectivos monofosfatos. Estos monofosfatos son
fosforilados por diversas quinasas a difosfatos y trifosfatos, que a su vez se utilizan para la
sintesis de ADN. Estos nucle6tidos de Ara-C inhiben la replicacién y transcripcion del ADN
al inhibir las polimerasas de ADN y ARN. Ara-C se convierte en su metabolito inactivo
arauridina a través de la citidina desaminasa (CDA), mientras que Ara-CMP se convierte en
un metabolito inactivo, Ara-UMP por la desoxicitidina monofosfato desaminasa (dCMPD).
Los estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que los cambios en los niveles
celulares de dCK, estan relacionados con cambios en las concentraciones del farmaco a
nivel intracelular (Kulsoom-Shamsi y Asfar, 2018). Algunos estudios han informado sobre
mutaciones de dCK en personas con LMA y lineas celulares de leucemia murina (RCL/0)
resistentes a Ara-C (Wu et al., 2021). La deficiencia de dCK esta asociada con la resistencia
a los agentes guimioterapéuticos antivirales y anticancerigenos. Por el contrario, el aumento
de la actividad de la desoxicitidina quinasa se asocia con una mayor activacion de estos
compuestos a derivados de nucleésido trifosfato citotoxicos. Asi mismo, dCK es
clinicamente importante debido a su relacion con la resistencia y la sensibilidad a los
medicamentos (Genecards).

Por otro lado, los nucleésidos juegan un papel central en muchos procesos bioldgicos,
desde el metabolismo hasta la sefializacion celular. En este contexto, desempefian
funciones criticas en el metabolismo, fisiologia y farmacologia (Wright y Lee, 2021).
Igualmente, los transportadores de nucleésidos equilibrantes (ENT por sus siglas en inglés),
gue son una clase de transportadores de nucleésidos independientes del Na*, responsables
de la captacion de un gran numero de nucleésidos y analogos de nucledsidos; aqui se
incluyen nucleésidos de purina y pirimidina, y analogos como gemcitabina, Ara-C y
fludarabina. Los ENT son las proteinas de membrana integrales responsables de la
captacion de una gran cantidad de nucleésidos ampliamente utilizados para el tratamiento
contra el cancer, como los farmacos mencionados anteriormente. Mientras tanto, la
captacion de Ara-C dentro de la célula estd mediada principalmente por el nucleésido
equilibrante 1 (ENTL1), y la deficiencia de este gen se ha propuesto como un mecanismo
gue participa en la resistencia celular hacia Ara-C (Zimmerman et al., 2009; Macanas et al.,
2012.).

Asi mismo, la resistencia a multiples farmacos (MDR por sus siglas en inglés) es un
fendmeno en el que las células cancerosas presentan resistencia o resistencia cruzada a
una amplia gama de farmacos quimioterapéuticos, siendo la principal causa del fracaso de
la quimioterapia, lo que lleva a una reaparicion del cancer (Pan-Miao y Chen, 2018). El gen
MDR1 codifica una proteina trasportadora de membrana dependiente de ATP denominada
glicoproteina P (P-gp), que es responsable de la salida de carcinégenos y farmacos fuera
de las células, por lo que protege las células contra sustancias toxicas, pero, la
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sobreexpresion de este gen se puede asociar a un mal pronostico y dando como resultado
la resistencia a la quimioterapia. El producto de este gen afecta a las células, cambiando la
farmacocinética del farmaco; esta funcion es muy importante durante la lucha contra las
células cancerosas (Kaltoum et al., 2020; Yazdandoust et al., 2022). El gen MDR1 se
considera como una de las moléculas clave que causan MDR en el cancer (Pan-Miao y
Chen, 2018).

Igualmente, la proteina de resistencia a multiples farmacos 1 (MRP1, por sus siglas en
inglés) es un miembro de la familia de transportadores ABC, que se expresa principalmente
en la membrana plasmatica y elimina los agentes citotéxicos de la célula a través del
transporte activo, ademas se ha asociado con la resistencia a varios agentes
quimioterapéuticos. El aumento de la expresion de MRP1 conduce a una reduccién en la
concentracion de los agentes quimioterapéuticos dentro de las células tumorales,
provocando una disminucion de la eficacia de estos agentes (Yi et al., 2018).

Otras moléculas de gran importancia involucradas en la resistencia a farmacos y en el
desarrollo del cancer es TP53, el cual es un gen supresor de tumores y codifica la proteina
p53. P53 regula la transcripcion de genes diana y responde al dafio del ADN, lo que lleva a
una detencion del ciclo celular o apoptosis. P53 se activa en respuesta a diversas sefiales
de estrés celular, como las que surgen del dafio en el ADN, el estrés replicativo, expresion
de oncogenes, la hipoxia, la privacion de nutrientes o el estrés traslacional (Cao et al., 2020;
Stiewe y Haran, 2018). P53 inhibe el crecimiento de las células cancerosas, bloqueando su
proliferacién o aduciendo su muerte por apoptosis, y asi, de acuerdo con su funcion como
“‘guardian del genoma”, p53 preserva la estabilidad gendmica al prevenir alteraciones
gendmicas y regula la expresion de genes diana en respuesta al estrés celular y al dafio
del ADN. La funcién de p53 humana esta estrictamente regulada por modificaciones
postraduccionales como fosforilacion, acetilacion, metilacion, ubiquitinacién, sumoilacion,
neddilacién y glicosilacion en sitios especificos (Cao et al., 2020).

El estudio de todas las moléculas mencionadas anteriormente implica el desarrollo de
sistemas experimentales para explorar su papel biolégico en la resistencia a farmacos.
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8. Desarrollo de sistemas de estudios de resistencia a
farmacos.

El desarrollo de lineas celulares de cancer resistentes a los medicamentos de quimioterapia
es un enfoque establecido desde hace mucho tiempo para investigar los mecanismos de
citotoxicidad y resistencia a los agentes quimioterapéuticos (McDermott et al., 2014). Las
lineas celulares resistentes a la quimioterapia se han utilizado para investigar el problema
de la resistencia a los medicamentos durante mas de 20 afios. Las ventajas de estos
modelos incluyen una buena disponibilidad y cantidad ilimitada de material bioldgico, asi
como un mayor control sobre el tipo, la concentracién y la duracién del tratamiento. Ademas,
la investigacion realizada sobre modelos de lineas celulares permite realizar experimentos
gue no podrian llevarse a cabo en pacientes. Asi mismo, un estudio in vitro preliminar puede
identificar marcadores candidatos de resistencia a un agente quimioterapéutico en
particular, que luego pueden validarse en un estudio clinico (Watson-Lind y Cawkwell,
2007).

La eleccién de una linea celular parental es muy importante ya que es la base de todos los
experimentos posteriores. La linea celular original deberia ser muy facil de mantener en
cultivo celular, ya que las variantes resistentes suelen ser mas dificiles de cultivar.
Idealmente, los investigadores que realizan la seleccion resistente a los medicamentos en
el laboratorio deben estar muy familiarizados con el cultivo de células parentales. Los
modelos de células resistentes a los medicamentos se desarrollan en el laboratorio al
exponer repetidamente a los medicamentos las células cancerosas que crecen en cultivos
celulares. Las células hijas resistentes supervivientes se comparan luego con las células
parentales sensibles usando ensayos combinados de viabilidad/proliferacion celular como
MTT, fosfatasa acida o ensayos clonogénicos. La sensibilidad de estas lineas celulares
emparejadas generalmente se determina exponiéndolas a un rango de concentraciones de
farmacos y luego evaluando la viabilidad celular (McDermott et al., 2014).

Uno de los métodos mejor establecidos para cultivar lineas celulares resistentes a los
medicamentos es utilizar un enfoque de baja concentracién/larga duracion. Las células se
cultivan en medios estandar que contienen concentraciones bajas (subletales) del farmaco
elegido. En puntos especificos, esta concentracion se incrementa de forma escalonada.
Las metodologias exactas varian, pero este enfoque puede llevar entre 6 y 16 meses para
establecer una linea celular resistente a los medicamentos. Las lineas celulares pueden ser
genéticamente inestables y esto debe ser considerado y controlado cuidadosamente en
tratamientos experimentales a largo plazo (Watson-Lind y Cawkwell, 2007).

El valor de la ICsq indica la concentracién del inhibidor que se requiere para inhibir a la mitad
una determinada funcion biolégica o bioquimica. Es decir, los valores grandes de ICso
indican inhibidores que interactian menos eficazmente con una enzima que los inhibidores
que tienen valores pequefios de ICso. El concepto de ICso también se puede utilizar para
ensayos in vitro o in vivo donde una comparacion entre un conjunto de antagonistas o
agonistas no marcados (es decir, inhibidores) se clasifica frente a un ligando enzimatico
selectivo marcado o no marcado conocido (es decir, sustratos) (Caldwell et al., 2012). La
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sensibilidad de estas lineas emparejadas generalmente se determina exponiéndolas a un
rango de concentraciones de farmacos para posteriormente evaluar la viabilidad celular. La
ICso para estas lineas se puede utilizar para determinar el aumento de resistencia, conocido
como doble resistencia. La resistencia clinicamente relevante es un aumento de dos a cinco
veces el valor de la ICso de la linea celular original, esto tiene como objetivo tratar de imitar
las condiciones que experimentan los pacientes con cancer durante la quimioterapia. Las
desventajas de los modelos clinicamente relevantes pueden incluir resistencia inestable,
resistencia de muy bajo nivel y pequefios cambios moleculares (McDermott et. al., 2014).

Los marcadores putativos de resistencia a la quimioterapia incluyen moléculas
responsables de la desintoxicacion de farmacos o su eliminacion de la célula, los implicados
en las vias celulares (como la apoptosis o la reparacién del ADN) que se producen aguas
abajo del tratamiento citotdxico o los relacionados con el mecanismo de accién especifico
del farmaco individual (Watson-Lind y Cawkwell, 2007).

Actualmente, se busca desarrollar modelos de laboratorio de alto nivel con el objetivo de
comprender posibles mecanismos de toxicidad y resistencia a los agentes
quimioterapéuticos. Las dosis del farmaco suelen ser altas y estas dosis pueden ir
incrementando con el tiempo. Con frecuencia, las células se cultivan continuamente en
presencia de farmaco. Los modelos de alto nivel suelen ser més estables y resistentes vy,
por lo tanto, mas faciles de mantener en cultivo para proyectos de investigacion que esté
en curso. Los niveles de resistencia suelen ser mas altos y, como tales, los cambios
moleculares asociados con el mecanismo de resistencia son mayores mas faciles de
identificar (McDermott et. al., 2014). Muchos estudios también han establecido células que
son resistentes a los medicamentos contra el cancer utilizan el IC;, como indicador de
evaluacién de la resistencia (Yu et al., 2021)

En este sentido, WEHI-3, una linea de leucemia mielomonocitica aguda de ratén de la cepa
BALB/c (American Type Cell Culture) ha sido ampliamente ocupada por ser un gran modelo
de estudio en experimentos tanto in vivo como in vitro (Lin et al., 2021; Taghiloo et al., 2022;
Shang et al., 2021). Como antecedente, previamente en nuestro laboratorio se inici6 con la
generacién de un modelo resistente a maltiples farmacos, se inicié con un ensayo dosis
respuesta de Ara-C en la linea WEHI-3 parental para poder calcular su ICsg, la cual fue de
352.78 nM. Se comenz6 a exponer a la linea a 64.5 nM, concentracion que no dafaba a
las células y asi permitié6 seguir con las células viables para las siguientes resiembras y
poder ir aumentando la concentracion de manera paulatina de Ara-C hasta llegar a la
concentracion de 197 nM, a esta sublinea celular se le llamé WEHI-3/Ara-CR25, y durante
este proceso de aumento de concentracion las células mostraban cambios en su
comportamiento tales como disminucion en la proliferacion, las células no crecian de forma
tipica como lo es la formacion de racimos y se observaba un aumento en el tamafio celular.
Poco a poco las células comenzaron a recuperar su comportamiento habitual a pesar de
seguir con la administracion de esa dosis a mas de 200 dias. Pasados estos dias se
comenz6 a hacer la criopreservacion y expansion para los experimentos posteriores (Figura
3). Se realiz6 el ensayo de dosis-respuesta para la sublinea resistente de WEHI-3 Parental,
para posteriormente evaluar la ICso, la cual fue de 2538 nM. Se calcul6 el aumento de
resistencia, el cual fue de 7.19 veces, lo cual alin se encuentra en un aumento de resistencia
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clinicamente relevante. (Lambarry, tesis de licenciatura, 2022). A pesar de que se mantuvo
en esta concentracion, no se logré llegar a concentraciones mas altas del farmaco, por lo

que se presenta un nuevo reto para la generacion de una linea celular WEHI-3 resistente a
Ara-C como modelo de laboratorio de alto nivel.
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Figura 4. Diagrama de la metodologia empleada en el desarrollo de la linea celular WEHI-3
resistente a 197 nM de concentracion de Ara-C (WEHI-3/Ara-CR25) (Tomado de Lambarry, 2022).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La LMA es la forma mas comun de leucemia aguda en adultos mayores. El tratamiento para
esta enfermedad incluye el uso de Ara-C como principal farmaco. El obstaculo para lograr
una remision completa es la recaida de la enfermedad relacionada con la resistencia a Ara-
C, por lo cual, la vida del paciente con LMA se compromete por la ausencia inicial de
respuesta a la quimioterapia (resistencia intrinseca) o por el desarrollo de resistencia a la
misma (resistencia extrinseca). Para poder estudiar el problema de resistencia a Ara-C y
desarrollar nuevas opciones de tratamientos que puedan evadir o superar la
quimioresistencia, es necesario establecer modelos de estudio in vitro. Al respecto, contar
con una linea celular resistente a Ara-C es de gran importancia para que en un futuro se
pueda usar como un modelo de estudio de nuevas moléculas con el objetivo de eliminar la
resistencia a este farmaco.
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JUSTIFICACION

La importancia de este trabajo se basa en que no hay reportes previos de una linea celular
murina resistente a Ara-C clinicamente relevante. Asi mismo, a pesar de que en un estudio
previo realizado en nuestro laboratorio se generé la sublinea WEHI-3/Ara-CR25, ésta no
llegd a generar resistencia al valor de la IC50, lo que es necesario para ser clinicamente
relevante y de alto nivel. La generacion de esta linea resistente de alto nivel, permitira y
facilitara los estudios futuros sobre diversos mecanismos relacionados a la resistencia a
este farmaco, el cual es el méas utilizado en las diferentes etapas para tratar la LMA. Asi
mismo, el desarrollo de esta linea celular murina resistente a Ara-C, permitira evaluar in
vitro nuevas propuestas de tratamiento que aborden diferentes rutas moleculares para la
generacion de nuevos tratamientos que ayuden a solucionar el problema de la resistencia
a este farmaco y su posterior evaluacion in vivo usando estas células en modelos murinos
los cuales son accesibles y de gran importancia en las investigaciones previas a su uso en
pacientes.
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HIPOTESIS

La exposicion de células de la linea leucémica WEHI-3 de ratdn a concentraciones
crecientes de manera paulatina de Ara-C, promoverd la generacion de una sublinea WEHI-
3 resistente a dicho farmaco (WEHI-3/Ara-CR).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Desarrollo de una sublinea celular resistente a citarabina a partir de la linea de leucemia
mieloide aguda WEHI-3.

Objetivos particulares

1)

2)

3)

4)

5)

Evaluar el efecto de Ara-C en la proliferacion de WEHI-Parental y WEHI-3/Ara-CR25
y determinar su ICso.

Incrementar la resistencia a Ara-C en WEHI-3/Ara-CR25 mediante su exposicion a
concentraciones crecientes del farmaco hasta llegar a una concentracion de 443.25
nM (WEHI-3/Ara-CR50)

Evaluar la proliferacién de las lineas celulares WEHI-3 parental, WEHI-3/Ara-CR25
y WEHI-3/Ara-CR50 expuestas a diferentes concentraciones de Ara-C.
Evaluar el efecto de Ara-C en la proliferacion de WEHI-3/Ara-CR50 y determinar su

ICso.

Evaluar el nivel de expresién de genes relacionados a la resistencia a Ara-C dentro
de la célula (ENT1 y dCK) y genes relacionados a la resistencia a farmacos (MRP1
y MDR1) en las células WEHI-3 Parental, WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-3/Ara-CR50.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular. Lalinea de leucemia mieloide aguda de ratén WEHI-3 obtenida del ATCC,
se cultivd en medio de cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium Gibco BRL,
USA) al 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, USA) y 1.1 uM de
betamercaptoetanol (Gibco, BRL, USA) a una densidad de 1x10° células/ml, 37°C y 5% de
CO. con resiembra cada 48 h.

Desarrollo de la sublineas resistentes a Ara-C. Para el desarrollo de la sublinea WEHI-
3/Ara-CR25, células de la linea parental WEHI-3 se cultivaron en concentraciones
crecientes de Ara-C hasta que la proliferacion fue similar que el de las células parentales
en ausencia de Ara-C (Lambarry, 2022). Los cultivos se mantuvieron durante 6 meses
aproximadamente y se resembraron cada 48 horas durante ese tiempo. Para la generacion
de la linea WEHI-3/Ara-CR50 en este trabajo, se expuso a la linea WEHI-3/Ara-CR25 a
concentraciones crecientes de Ara-C hasta llegar a la concentracion de 443.25 nM,
asegurando que su proliferacion y viabilidad fuese similar a las células de la linea WEHI-3
parental (Figura 4).

WEHI-3 Parental

E’@ g? @ @ i 50 ng/mL equivalente

a 197 nM (WEHI-3/Ara-CR25)

Dia 92 = 2 295.5 nM

+60% viabilidad
=
ﬂ %@ %& < .
&l - 112.5 ng/mL equivalente
Da100 = a443.25nM (WEHI/Ara-CR50)

+95% viabilidad -
¥ g

o
Dia 130
+95% viabilidad

Figura 4. Diagrama de la metodologia empleada para la generacién de la linea WEHI-3/Ara-CR50
nM mediante el aumento en la concentracion de Ara-C en la linea WEHI-3/Ara-CR25 nM.

Viabilidad celular. La viabilidad celular se determiné mediante ensayos de exclusion de
azul tripano (Sigma, St. Louis, MO) en una cdmara Neubauer. Las células no tefiidas fueron
consideradas viables, mientras que las tefiidas en color azul se tomaron como células
muertas.

Proliferacién celular. Las células WEHI-3 Parental se cultivaron en placas de 96 pozos a
la densidad de 1x10%, con o sin la adicién de diferentes concentraciones de Ara-C (0, 123,
184, 245.5, 307, 368, 429.5, 497, 593, 654.5, 716 nM) durante 72 horas. Asi mismo se
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cultivo la linea WEHI-3/Ara-CR25 en presencia de concentraciones crecientes de Ara-C (0O-
17440.4 nM). Por ultimo, se repitié el mismo ensayo cultivando la linea WEHI-3/Ara-CR50
en presencia de concentraciones crecientes de Ara-C (0-6785.3 nM) Los cultivos se
realizaron por triplicado. Para evaluar la proliferacion celular después del crecimiento, se le
evalu6 mediante la técnica MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega, USA), afiadiendo 10 pl y se dejé durante 4 horas. Se leyd a una densidad
Optica a 490 nm y se determinaron los niveles de absorbancia utilizando un lector de placas
(Multiskan go).

Determinacion de la IC50. Se llevé a cabo la evaluacion de la absorbancia mediante la
técnica MTS, tal como se indica en el parrafo anterior. El valor de la IC5, se determin6 por
regresion lineal de los datos obtenidos de la lectura a 490 nm, mediante el uso del software
Microsoft Office Excel 365 donde los resultados se mostraran como los porcentajes medios
de viabilidad celular con su desviacién estandar (SD).

Extraccién, cuantificacion e integridad de RNA. 1x10° células de las lineas WEHI-3
Parental, WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-3/Ara-CR50 se usaron para la extraccion de RNA
mediante el RNeasy Mini Kit (250) (Quiagen, Hilden, Alemania). Se cuantificé el RNA con
ayuda de un uDrop™ (Thermo Scientific, Singapure) y se determiné su integridad en un gel
de agarosa al 1% y se ley6 en un foto-documentador.

Disefio de oligos. Los oligos que se emplearon se disefiaron con ayuda de la plataforma
NCBI — Gene y se corroboraron en el programa Word 365. En la tabla 2 se describen los
genes utilizados en los experimentos posteriores.

Tabla 2. Secuencia de Primers para los genes 3-Actina, ENT1, dCK, MRP1 y MDRL1.

Gen Secuencia del Primer (Forward) Secuencia del Primer (Reverse)
B-actina 5-CAC TGT CGA GTC GCG TCC-3’ 5-CGC AGC GAT ATC GTC ATC CA-3’
ENT1 5-CTG GAA AGG CGT AGA GGC TG-& 5-CTT CCC TTC GCA GAC TGC TT-3
dCK 5-AGC AGG GAG TCT GGA GGT AG-3’ 5-GAG AAG GCA GAG AAG GCT GG-3
MRP1 5-CAG TGG TTC AGG GAA GGA GTC A-3’ 5-CAC TGT GGG AAG ACG AGT TGC T-3’
MDR1 | 5-GGT GGT GTC ATT GTG GAG CAAG -3 5-GCA TCA GTG TCA CTC TGG GAT C-3’

Andlisis de PCR en tiempo real. Cada muestra se realiz6 por triplicado. El ensayo de RT-
PCR se llevé a cabo en con el QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit (Quiagen, Hilden,
Alemania), en un termociclador de Applied Biosystems a cuarenta ciclos con las siguientes
condiciones: 95°C durante 10s; 60°C durante 30s; 72°C durante 15s. Posteriormente los
datos se analizaron mediante el método 2-AACt.

Andlisis estadistico. Se realizaron 3 experimentos independientes y se analizaron los
datos obtenidos de cada experimento de WEHI-3 parental y las sub lineas de WEHI-3/Ara-
CR25 y WEHI-3/Ara-CR50 para obtener promedios + error estandar 6 desviacion estandar.
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Se graficaron los valores y se realiz6 el analisis estadistico con la prueba Tukey mediante
el programa IB SPSS Statistics.
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RESULTADOS

1. Efecto de Ara-C en la proliferacion de WEHI-3 Parental y WEHI-3/Ara-
CR25y determinacion de su ICso

Con el objetivo de desarrollar una sublinea resistente a Ara-C a partir de la linea de
leucemia mieloide aguda WEHI-3 Parental, previamente se comenz6 con la induccién de
resistencia a Ara-C mediante su exposicion a concentraciones crecientes del farmaco hasta
llegar a una concentracion aproximada a la IC,s de la linea parental. A esta sublinea se le
llamé WEHI-3/Ara-CR25. Para determinar que la sublinea WEHI-3/ara-CR25 adquirié
resistencia a Ara-C, se evaluo el efecto de Ara-C en la proliferaciéon de WEHI-3 Parental y
WEHI-3/Ara-CR25 y se confirmd la ICso en ambas lineas celulares. Para lo cual se
realizaron cultivos en placas de 96 pozos en IMDM, SFB al 10% y 1.1 uM de
betamercaptoetanol, 37°C y 5% de COZ2, con concentraciones crecientes de Ara-C,
partiendo de 0 nM a 716 nM; se mantuvieron durante 72 horas para posteriormente ser
evaluados por la técnica MTS. En el caso de WEHI-3 Parental, se observé que Ara-C
comienza a afectar la proliferacion de las células, provocando que su crecimiento disminuya
de manera significativa a partir de la concentracion de 368 nM (Figura 1 a). Respecto a
WEHI-3/Ara-CR25, se observé un decaimiento en la proliferacion de las células a partir de
la concentraciéon de 1089 nM de Ara-C (Figura 1 b). Usando los datos obtenidos de este
ensayo, se calculd la concentracion de inhibicién media (ICso) para Ara-C en ambas lineas,
la cual fue de 447.78 nM para WEHI-3 Parental y 2427.5 nM para WEHI-3/Ara-CR25 nM.
Asi mismo, se determind el incremento en veces de resistencia a Ara-C, utilizando el
método empleado por McDemortt y colaboradores (2014), donde se divide el valor de la de
WEHI-3/Ara-CR25 entre el valor de la de WEHI-3 Parental. En donde WEHI-3/Ara-CR25
nM present6 un incremento de resistencia de 5.4 veces mas en comparacion con la linea
parental.
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Figura 1. Proliferacién celular de WEHI-3 parental y WEHI-3/Ara-CR25 tratadas con diferentes
concentraciones de Ara-C. a) WEHI-3 Parental y b) WEHI-3/Ara-CR25 medidas a 490 nm mediante la
técnica de MTS luego de 72 horas expuestas a concentraciones crecientes de Ara-C, como vehiculo
se usO PBS. Los datos se muestran en promedio + desviacion estandar, n=3. Los datos se analizaron
con la prueba de Tukey (p. £0.05). * diferencia estadisticamente significativa con respecto a la
concentracion 0.



2. Induccioén de resistencia a Ara-C en WEHI-3/Ara-CR25

Para desarrollar una sublinea con mayor resistencia a Ara-C, se expuso a la linea WEHI-
3/Ara-CR25 a concentraciones crecientes de Ara-C hasta llegar a una concentracion similar
a la ICso de la linea parental (Figura 2). Para lo cual se cultivaron células de la linea WEHI-
3/Ara-CR25 en IMDM al 10 % de SFB y 1.1 uM de betamercaptoetanol a una densidad de
1x10° células/mL, 37°C y 5% de CO2 con resiembra cada 48 h. En cada resiembra se le
agrego 295.5 nM de Ara-C, asi durante aproximadamente 30 dias. Una vez que la
proliferacion y viabilidad celular igualaron a la linea parental y a la sublinea WEHI-3/Ara-
CR25, se incremento la concentracion del farmaco a 443.25 nM. El cultivo se mantuvo con
esta concentracion durante 30 dias méas, donde se comparé con la linea parental y la linea
WEHI-3/Ara-CR25. A esta nueva sublinea resistente a Ara-C se le llam6 WEHI-3/Ara-CR50.
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Punto de partida

Figura 2. Induccidn de resistencia a Ara-C a partir de la sublinea previamente expuesta al farmaco
(WEHI-3/Ara-CR25). Se expuso la sublinea WEHI-3/Ara-CR25 a concentraciones crecientes del
farmaco y de manera paulatina hasta que la proliferacién y viabilidad alcanzaron niumeros iguales o
parecidos a la linea parental. La sublinea expuesta hasta la concentracion de 443.25 nM de Ara-C
fue llamada WEHI-3/Ara-CR50.
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3. Proliferacion de las lineas celulares WEHI-3 parental, WEHI-3/Ara-CR25
y WEHI-3/Ara-CR50 expuestas a diferentes concentraciones de Ara-C.

Se comparo la proliferacion y viabilidad de WEHI-3 Parental y las sublineas WEHI-3/Ara-
CR25 y WEHI-3/Ara-CR50 en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de Ara-
C. Para lo cual se realizaron cultivos de las 3 lineas celulares en una placa de 24 pozos,
partiendo de la misma densidad. Se cultivaron en IMDM al 10 % de SFB y 1.1 uM de
betamercaptoetanol, 37°C y 5% de CO2 con resiembra cada 48 hr en ausencia o presencia
de Ara-C (197 nM y 443.25 nM). Se determind su proliferacion y viabilidad mediante conteo
celular en el hemocitémetro con ayuda de azul de tripano cada 48 horas. En ausencia de
Ara-C, las células de la linea WEHI-3 parental presentaron una proliferacién normal, sin
embargo, en presencia de las concentraciones 197 nM y 443.25 nM de Ara-C, las células
disminuyeron su proliferacion y viabilidad (Figuras 3 y 4). Siendo significativamente menor
en comparacion a cultivos en ausencia de Ara-C. Por el contrario, la proliferacién y viabilidad
no se afect6 en las sublineas WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-3/Ara-CR50 en presencia de las
diferentes concentraciones de Ara-C (Figuras 3 y 4). La sublinea WEHI-3/Ara-CR50,
presentd una viabilidad y proliferacion similar a la linea parental y a WEHI-3/Ara-CR25,
obteniendo asi una nueva sublinea resistente a Ara-C. Se observd que esta nueva linea
generada, a pesar de estar constantemente expuesta a concentraciones altas del farmaco,
éste ya no cumplia su funcién de inhibir la proliferacién de las células leucémicas.

a) WEHI-3 Parental WEHI-3/Ara- CR25 b) WEHI-3 Parental WEHI-3/Ara-CR50
v % -8 v:‘ !i\ b o - @g
s . & 59 s\;% &°
_&& ° ..'7 4 [ ,& c B . %
PO B S Wel BN LB
1%ET N N 3 . W
i 39 DI Wb a ° e =t
< : b4 ° § 5 (t&')o c( o &120 =S 29 3 ¥ Ry
5%%&& % 'g?i' & & QJ% a %a@ e %Fg @
& @s"y’g < %é @5@ %\rrg. gﬂc"' ;EE
S ag @ 4 . !
:8 gz @ N & & v ”%% 3 ‘3.@'
el 1 8% s o
: 3 ° ' o/l
2 : et : - g
N ‘ . 4D L » 3 2 ool F
3 »o B N o M= L e « [N RS 0 gea
< _oue & g . 4 ) 4 @
. / ﬁ’?g . & ,‘W’mﬁ%,mg @f'
3 2 0% s

Figura 3. Lineas celulares WEHI-3 parental, WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-3/Ara-CR50 cultivadas en
presencia o ausencia de Ara-C. A) WEHI-3 parental y WEHI-3/Ara-CR25 cultivadas sin Ara-C o con
Ara-C 197 nM después de 48horas de cultivo. B) WEHI-3 parental y WEHI-3/Ara-CR50 cultivadas
sin Ara-C o con Ara-C 443.25 nM después de 48horas de cultivo. Imagenes representativas tomadas
con un microscopio invertido tomadas a 10x
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Figura 4. Proliferacion y viabilidad de células de la linea WEHI-3 Parental, WEHI-3/Ara-CR25 y
WEHI-3/Ara-CR50 cultivadas en ausencia o presencia de Ara-C. a) Proliferacion y b) Viabilidad de
WEHI-3 Parental sin Ara-C o con Ara-C 197 nM y 443 nM, WEHI-3/Ara-CR25 sin Ara-C o con Ara-C
197 nM y WEHI-3/Ara-CR50 sin Ara-C o con Ara-C 443 nM. La proliferacion se determiné mediante
conteo celular en un hemocitémetro y la viabilidad mediante la tincién con azul de tripano, ambos
observados en un microscopio. Los datos se muestran en promedio *+ desviacién estandar, n=3. Los

datos se analizaron con la prueba de Tukey (p. <0.05). *Diferencia estadisticamente significativa con
respecto a WEHI-3 parental.
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4. Efecto de Ara-C en la proliferacion de WEHI-3/Ara-CR50 y determinacion
de su ICso

Para confirmar el incremento de la resistencia a Ara-C en la linea WEHI-3/Ara-CR50, se
evalud la proliferacion y se determiné la ICso, para lo cual se realizaron cultivos de esta
sublinea, como se indica previamente, fue expuesta a diferentes concentraciones de Ara-
C, partiendo de 0 nM a 6785.3 nM. Los cultivos se mantuvieron durante 72 horas para
posteriormente ser evaluados por la técnica MTS. Posteriormente se calcul6 su I1Cso (Figura
5). Se observé que Ara-C comenzé a afectar la proliferacion de WEHI-3/Ara-CR50 de
manera significativa a partir de la concentracion de 1233.7 nM. Una vez obtenido los
resultados de este ensayo, se calcul6 su ICso de Ara-C sobre la sublinea, la cual resulté de
5824.4 nM. Para evaluar el incremento en veces de la resistencia, se dividio el valor de la
ICso de la linea resistente entre la ICso de la linea parental, método empleado por McDermott
y colaboradores (2014). Teniendo como resultado un incremento en la resistencia de 13
veces mayor con relaciéon a WEHI-3 Parental, observando que el nivel de resistencia de
WEHI-3/Ara-CR50 es mayor que el de WEHI-3/Ara-CR25 (Tabla 1).
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Figura 5. Proliferacién celular de WEHI-3/Ara-CR50 tratadas con diferentes concentraciones de Ara-
C. WEHI-3/Ara-CR50 medidas a 490 nm mediante la técnica de MTS luego de 72 horas expuestas
a concentraciones crecientes de Ara-C (0, 1233.7, 1850.5, 2467.4, 3084.2, 3701.1, 4317.9, 4934.8,
5551.6, 6168.5, 6785.3 mM) como vehiculo se usé PBS. Los datos se muestran en promedio +
desviacion estdndar, n=3. Los datos se analizaron con la prueba de Tukey (p. £0.05). * diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la concentracién 0.
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Ara-C WEHI-3 Parental WEHI-3/Ara-CR25 WEHI-3/Ara-CR50

ICs0 [NM] 447.78 2424.7 58244

Incremento en veces de
la resistencia a Ara-C 5.4 13

Tabla 1. Concentracién inhibitoria media de Ara-C en WEHI-3 Parental, WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-
3/Ara-CR50 y su incremento de resistencia al farmaco.
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5. Expresion de genes involucrados en la captacion de Ara-C dentro de
la célulay relacionados en la resistencia a farmacos mediante PCR en
tiempo real.

Para determinar si las sublineas resistentes a Ara-C modifican su expresion de genes
involucrados en la captacion de Ara-C dentro de la célula y genes relacionados a la
resistencia a multiples farmacos, se evalué la expresién de ENT1 y dCK, involucrados en
la captacion y fosforilacion de Ara-C dentro de la célula, asi como de MRP1 y MDR1
respectivamente. La expresion de genes se realiz6 mediante RT-PCR en tiempo real. La
extraccion de RNA se llevo a cabo con el RNeasy Mini Kit (250) Quiagen. Se confirmé la
integridad del RNA obtenido y la pureza del mismo, para posteriormente realizar el ensayo
con ayuda del QuantiTec SYBR Green RT-PCR Kit (200) QuantiFast® Probe siguiendo las
condiciones preestablecidas por el kit. Usando el método 2-AACt se procesaron los datos.
La expresion de ENT1 y dCK fue significativamente menor en WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-
3/Ara-CR50 en comparacion con la linea parental (Figura 6). Por otro lado, la expresién de
MRP1 disminuyé significaivamente en la sublinea WEHI-3/Ara-CR25, sin embargo, su
expresion en WEHI-3/Ara-CR50 no se modific. Mientras que la expresién de MDR1
dismiuy6é de manera significativa en ambas sublineas resistentes en comparacién con la
linea parental (Figura 7).
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Figura 6. Expresion de ARNm de MRP1 y MDR1, genes involucrados la resistencia a multidrogas,
en WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-3/Ara-CR50. Expresion de a) MRP1 y b) MDR1 detectados mediante
PCR en tiempo real. La expresion es relativa a § -actina y normalizados a la expresion en WEHI-3
Parental. Los datos se muestran en promedio * error estandar, n=3. Los datos se analizaron con la
prueba de Tukey (p. <0.05). *Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la
concentracion WHEI-3 Parental.
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Figura 7. Expresion de ARNm de ENT1 y dCK, genes involucrados en el metabolismo y resistencia
a Ara-C, en WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-3/Ara-CR50. Expresion de a) ENT1 y b) dCK detectados
mediante PCR en tiempo real. La expresion es relativa a B -actina y normalizados a la expresién en
WEHI-3 Parental. Los datos se muestran en promedio + error estandar, n=3. Los datos se analizaron

con la prueba de Tukey (p. <0.05). *Diferencia estadisticamente significativa con respecto a la
concentracion WHEI-3 Parental.
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DISCUSION

A pesar de que aproximadamente el 60% de los pacientes con LMA responde de manera
favorable al tratamiento, la mayoria de ellos eventualmente recaen, desarrollan una
enfermedad refractaria o resistencia a farmacos, por lo que no sobreviven por mas de 5
anos, siendo que, la resistencia a farmacos que aparece antes, durante o después de
administrar el tratamiento sigue siendo el principal factor limitante para lograr una remision
completa en pacientes con cancer (Vasan-Baselga y Hyeman, 2019). A pesar de los
estudios que se han llevado a cabo por diferentes investigadores para explorar mas sobre
los mecanismos de resistencia a Ara-C, principal farmaco usado en el tratamiento de LMA,
aun no se cuenta con el conocimiento necesario para poder dar resolucion a este problema
en los pacientes.

Para investigar los mecanismos de resistencia a Ara-C es necesario desarrollar diferentes
modelos de estudio. Una opcién es el caso de lineas celulares resistentes a este farmaco.
Actualmente, se ha reportado el desarrollo de lineas celulares de LMA de humano
resistentes a Ara-C (Gabra y Salmena, 2017). Sin embargo, lineas celulares resistentes a
este farmaco que provengan de un origen murino son escasas, y particularmente, no se ha
desarrollado una linea celular de raton resistente a Ara-C. En este trabajo continu6 con el
desarrollo de una sublinea celular de ratdn resistente a Ara-C a partir de la linea celular
WEHI-3 parental que corresponde a una leucemia mielomonocitica, la cual podra permitir
en estudios posteriores entender mas a fondo los procesos y mecanismos de resistencia a
Ara-C en modelos in vivo.

Para el desarrollo de la sublinea celular resistente a Ara-C, tomamos en cuenta el proceso
reportado por McDermorrt y colaboradores en el afio 2014, el cual consisten en exponer a
las células a concentraciones crecientes del farmaco, asi mismo, los autores dividen en dos
categorias los modelos de las lineas celulares resistentes a farmacos: modelo clinicamente
relevante y modelo de laboratorio de alto nivel. Al respecto, en un trabajo previo
desarrollado en nuestro laboratorio, se comenzé con la generacion de resistencia a Ara-C
en la linea WEHI-3 parental (Lambarry, 2022). A esta sublinea inicialmente expuesta hasta
197 nM de Ara-C se le denomind WEHI-3/Ara-CR25, ya que esa concentracién de Ara-C
es similar alaIC,5 en la linea parental. Al comparar la WEHI-3 parental se observo que Ara-
C comienza a afectar de manera significativa la proliferacién de las células a partir de la
concentracion de 368 nM, ademas, mientras que para WEHI-3/Ara-CR25, Ara-C comienza
a afectar la linea celular desde la concentracion 1089 nM. Como McDermorrt vy
colaboradores mencionan en su articulo, para calcular el nivel de resistencia se dividio el
valor de ICso de WEHI-3/Ara-CR25 (2,424.7 nM) entre el valor de 1Cso de WEHI-3 Parental
(447.7 nM), teniendo un incremento de resistencia de 5.4 veces, definiendo esta sublinea
celular en un modelo clinicamente relevante. Sin embargo, segun lo descrito por
McDemorrt, este modelo suele tener una resistencia inestable, ademas de que los cambios
moleculares pueden ser menos notorios (McDermorrt et. al., 2017). Siguiendo los puntos
clave descritos por McDemortt y la metodologia empleada por Lambarry (2022), partiendo
de WEHI-3/Ara-CR25 se estuvo exponiendo esta linea a concentraciones superiores de
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Ara-C hasta una concentracion de 443.25 nM. Después de aproximadamente 130 dias de
suministrarle Ara-C en cada resiembra al cultivo, la proliferacion celular y viabilidad fue
similar a la linea parental, obteniendo asi una sublinea mayormente resistente, denominada
WEHI-3/Ara-CR50. Al analizar la ICso de Ara-C obtenida en la sublinea WEHI-3/Ara-CR50,
esta fue de 5,824.4 nM, representando un incremento de 13 veces la resistencia de la linea
WEHI-3 parental, pudiendo clasificarla como un modelo de laboratorio de alto nivel, tal como
lo define McDemott.

Para poder confirmar si la linea celular WEHI-3/Ara-CR50 observa cambios moleculares
mas marcados en comparacion con la linea WEHI-3/Ara-CR25, evaluamos la expresion de
RNAmM de moléculas involucradas en la captacion y fosforilacién de Ara-C dentro de la célula
(ENT1 y dCK) y otras involucradas en resistencia a farmacos multiples (MDR1 y MRP).
Encontramos niveles significativamente menores en la expresion de ENT1 y dCK en ambas
lineas en comparaciéon con la linea WEHI-3 parental. Estos genes importantes por estar
implicados en el transporte y la biotransformaciéon de Ara-C dentro de la célula, contribuyen
en la variacion en la sensibilidad de Ara-C en pacientes con LMA. Asi mismo, estudios
previos han demostrado que la disminucién de la expresion de ENT1 se correlaciona con
una disminucion de la respuesta a Ara-C, ademas de que la disminucion de la expresiéon y
la actividad de dCK en LMA se ha informado como un mecanismo de resistencia clinica a
este farmaco (Abraham et al., 2015). De igual forma estudios in vitro han demostrado que
las células deficientes en ENT1 y dCK son altamente resistentes a Ara-C (Galmarini et al.,
2002). También se ha reportado que la deficiencia de ENT1 confiere un alto nivel de
resistencia a Ara-C en células de leucemia, debido a que es responsable de hasta el 80 %
de la entrada de Ara-C en las células leucémicas humanas (Macanas et al., 2012). Por lo
gue, tal como se ha reportado en células humanas, la disminucién de ENT1 y de dCK en la
linea WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-3/Ara-CR50 esta relacionado con un incremento en la
resistencia a Ara-C.

Por otro lado, la resistencia a farmacos a menudo se asocia con la sobrexpresion de
transportadores ABC, representados por MDR1 y MRP1, que expulsan una amplia variedad
de quimioterapéuticos fuera de la célula, lo que resulta una disminucion de la concentracion
intracelular del farmaco y su biodisponibilidad (Wang et al., 2016). Sin embargo, luego de
evaluar los genes MDR1 y MRP1 por RT-PCR en las lineas WEHI-3/Ara-CR25 y WEHI-
3/Ara-CR50, se observo que se encuentran con niveles de expresion bajos. Al respecto, el
incremento de MDR1 y MPR1 se ha reportado en células leucémicas resistentes a
antraciclinas y no se ha asociado a células resistentes Unicamente a Ara-C. Por lo que la
resistencia a Ara-C en células leucémicas podria estar asociado Unicamente a moléculas
asociadas a su metabolismo y no a transportadores ABC. Al respecto, estudios reportan
que a pesar de que MDR1 y MPR1 se encuentran sobre expresadas en el fenébmeno de la
resistencia, hay un nimero significativo de pacientes que puede no mostrar una diferencia
significativa o baja expresion de estos genes tanto al momento del diagndstico como al
momento de una recaida, lo que sugiere que hay otros mecanismos relacionados a la
resistencia a Ara-C (Funato et al., 2004; van et al., 2002).
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CONCLUSION

En este trabajo se llevd a cabo el desarrollo de una sublinea celular de LMA murina
resistente a Ara-C. Esta sublinea celular llamada WEHI-3/Ara-CR50, presentd un
incremento en la ICsp a Ara-C manteniendo su capacidad de proliferacion y viabilidad
ademas de presentar cambios en la expresion de genes caracteristicos de la resistencia a
Ara-C, lo anterior en comparacion con la linea WEHI-3 parental. Esta linea celular resistente
al principal farmaco usado para el tratamiento de la LMA, podra servir como modelo de
estudio para conocer mas sobre las rutas moleculares implicadas en la resistencia a Ara-C
y la evaluacién de nuevas propuestas de tratamiento para este tipo de leucemia.
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