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Resumen

Las leucemias agudas (LA) incluyen a la leucemia linfoblastica aguda (LLA) y a la
leucemia mieloblastica aguda (LMA). Se caracterizan por una proliferacion neoplasica
de células hematopoyéticas inmaduras (blastos), en las que disminuye tanto la
produccion de células maduras como la apoptosis y, en consecuencia, se acumulan
las células blasticas. El metotrexato (MTX) es un anti folato utilizado para el tratamiento
de leucemias agudas, sin embargo del 20-30% de los pacientes presenta resistencia
a drogas y recaida. En este estudio analizamos los niveles de expresion del mRNA de
genes que participan en el transporte y metabolismo del MTX (GGH, FPGS, ABCC1,
ABCB1, ATIC, TS, MTRR, MS, RFC1, MTHFD1, ABCG2, CCND1, MTHFR y ABCC?2)
en pacientes con LA y en pacientes con LA que presentaron recaida durante el
tratamiento. Los niveles de expresion de los genes estudiados se analizaron por RT-
gPCR en pacientes con LLA (n=51) y LMA (n=19) y 65 individuos control. Encontramos
disminuidos los niveles de expresion del mRNA de los genes RFC1 (p<0.001), MS
(p=0.045), MTRR (p<0.001), MTHFR (p<0.001) y ABCB1 (p<0.001) en LA en
comparacion con el grupo control. Mientras que los genes GGH (p<0.001), FPGS
(P=0.010), TS (p<0.001) y MTHFD1 (p=0.007) se encontraron sobreexpresados en LA
en comparacién con el grupo control. En pacientes con recaida se encontraron
sobreexpresados los niveles de GGH (p=0.029), FPGS (p=0.017), TS (p=0.016), MS
(p=0.023), ATIC (p=0.047), MTHFD1 (p=0.003), MTHFR (p=0.012), ABCB1 (p=0.038),
y ABCC1 (p=0.045) comparado con los pacientes que no presentaron recaida. En
conclusion los niveles de expresion disminuidos del mRNA de los genes RFC1, MTRR,
MTHFR, ABCB1 y los niveles sobreexpresados de GGH, FPGS, ATIC, TS, MS,
MTHFD1, MTHFR, ABCB1 y ABCC1 en pacientes con LA y en pacientes con recaida
podrian sugerir que estos genes estan relacionados con la respuesta al tratamiento
con MTX.

Palabras clave: leucemia aguda, folato, metotrexato, resistencia a MTX, recaida.



Abstract

Acute leukemias (AL) include acute lymphoblastic leukemia (ALL) and acute
myeloblastic leukemia (AML). They are characterized by a neoplastic proliferation of
immature hematopoietic cells (blasts), in which both the production of mature cells and
apoptosis are diminished and, consequently, the blast cells accumulate. Methotrexate
(MTX) is an anti-folate used for the treatment of acute leukemias, however 20-30% of
patients present drug resistance and relapse. In this study we analyzed mRNA
expression levels of genes involved in MTX transport and metabolism (GGH, FPGS,
ABCC1, ABCB1, ATIC, TS, MTRR, MS, RFC1, MTHFD1, ABCG2, CCND1, MTHFR
and ABCC2) in patients with LA and in patients with LA who relapsed during treatment.
The expression levels of the studied genes were analyzed by RT-gPCR in patients with
ALL (n=51) and AML (n =19) and 65 control individuals. (P <0.001), MTRR (p <0.001),
MTHFR (p <0.001) and ABCBL1 (p <0.001) in AL compared to The control group. While
the GGH (p <0.001), FPGS (P =0.010), TS (p <0.001) and MTHFD1 (p = 0.007) genes
were overexpressed in AL compared to the control group. In patients with relapse, the
levels were overexpressed of GGH (p = 0.029), FPGS (p =0.017), TS (p = 0.016), MS
(p = 0.023), ATIC (p = 0.047), MTHFD1 (p=0.003), MTHFR (p = 0.012), ABCBL1 (p =
0.038), and ABCC1 (p = 0.045) compared to patients who did not relapse. In
conclusion, decreased expression levels of the mRNAs of RFC1, MTRR, MTHFR,
ABCB1 and overexpressed levels of GGH, FPGS, ATIC, TS, MS, MTHFD1, MTHFR,
ABCB1 and ABCCL1 in patients with AL and in patients with relapse It suggests that

these genes are related to the response to treatment with MTX.

Key words: acute leukemia, folate, methotrexate, resistance to MTX, relapse.



Introduccién

La leucemia aguda (LA) es una proliferacion neoplasicas de células hematopoyéticas
inmaduras (blastos), en las que disminuye la apoptosis y, en consecuencia, se
acumulan células blasticas en circulacion (Espinoza et al., 2015). Las leucemias
agudas se clasifican en dos grupos: leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia
mieloblastica aguda (LMA) (Saha & Lilleyman, 1998). En México la LLA es la mas
frecuente y representa el 85% de los casos, mientras que la LMA constituye solo el
15% (Pérez-Saldivar et al., 2011). En el estado de Guerrero las leucemias ocuparon la

tercera causa de muerte en nifios menores de 15 afios (Salud/INEGI., 2012).

Las quimioterapias dirigidas al metabolismo del folato desempeiian un papel
fundamental en el tratamiento terapéutico del cancer. Esta modalidad de quimioterapia
altera la proliferacion celular blogueando e inhibiendo enzimas claves dependientes de
folato, conduciendo a la inhibicion de la metilacion y la biosintesis de nucleétidos y

consecuentemente la muerte celular (Galbiatti et al., 2013).

El metotrexato (MTX) es un anti-folato usado para tratar ciertos tipos de canceres
hematoldgicos y tumores solidos. El uso de dosis altas de MTX ha mostrado beneficios
en el tratamiento de leucemias, linfomas infantiles y osteosarcomas (Lucchesi et al.,
2016). Los folatos desempefian un papel crucial como donadores de un solo carbono
en multiples vias biosintéticas incluyendo sintesis de novo de purinas y timidilato,
metabolismo de aminoéacidos, sintesis de proteinas mitocondriales y metilacion del
ADN. Los antifolatos, incluyendo MTX son inhibidores de varias enzimas dependientes
de folato implicadas en la biosintesis de nucle6tidos, inhibiendo de este modo la
replicacion del ADN y conduciendo a la muerte celular (Wojtuszkiewicz et al., 2016).

La principal via de entrada del MTX a la célula es mediada por el acarreador de folato
reducido (RFC1), el cual es un importante transportador de MTX (Wang et al., 2014).
En la célula el MTX es convertido a MTX-poliglutamado (MTXPG); una reaccion

catalizada por la enzima folilpoliglutamato sintetasa (FPGS), mientras que la enzima
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gamma glutamil hidrolasa (GGH) realiza la reaccion inversa (Cheok et al., 2009).
Especificamente, el MTXPG inhibe las vias del folato por inhibicion competitiva de
varias enzimas importantes incluyendo: dihidrofolato reductasa (DHFR), timidilato
sintasa (TS), y 5-aminoimidazol-4-carboximida ribonucleoétido transformilasa (AICAR).
Esta inhibicion conduce a la reduccién o blogueo de TS y la sintesis de novo de

purinas, las cuales son necesarias para la sintesis de DNA (Panetta et al., 2010).

La expresion del gen FPGS esta controlada por al menos dos mecanismos, uno esta
relacionado con la proliferacion y el otro actia durante la diferenciacion y es tejido-
especifico, FPGS se encuentra en el citoplasma y compartimentos mitocondriales de
células mamiferas (Leclerc et al., 2010a). La enzima gamma glutamil hidrolasa (GGH),
es una enzima lisosomal que participa en el metabolismo de los folatos y antifolatos,
actla como una endo y/o exo-peptidasa para romper las cadenas gamma-
poliglutamato que se adjuntan a los folatos y anti-folatos después de entrar ala célula.
Los altos niveles de GGH se han asociado con la resistencia celular a los anti-folatos,
en particular metotrexato (Kim et al., 2013; Schneider & Ryan, 2006). En el sureste
de México se reportd que el polimorfismo -401C / T en el gen de y-glutamil hidrolasa
(GGH) esté relacionado con el riesgo de recaida en pacientes con LLA (Organista-
Nava et al., 2010). También se reportd que el polimorfismo G22A en FPGS es un factor
de riesgo para LLA y juega un papel importante en la supervivencia de pacientes con

leucemia (Gomez-Gomez et al., 2014).

El ciclo del folato involucra varias enzimas adicionales, incluyendo
metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR), la cual esta involucrada en la generacion
de 5-metil-THF. La formacion de 5-metil-THF es necesaria para la sintesis de
metionina a partir de homocisteina, una reaccion en la que la metionina sintasa (MS)
y la metionina sintasa reductasa (MTRR) juegan un papel importante (Galbiatti et al.,
2013; Gervasini, 2009). MTRR esté involucrada en la sintesis del DNA y produccién
de S-adenosilmetionina (SAM), es una enzima que controla la actividad de MS en el

metabolismo del folato a través de la transferencia de grupos metilo de



metiltetrahidrofolato a la homocisteina a través de la metionina sintasa (Chen et al.,
2015)

Finalmente el flujo de salida del MTX es mediado por transportadores de la familia ABC
(ATP-binding cassette), los cuales son una causa importante de resistencia a
multidrogas (MDR), en esta familia ABCB1/MDR1, ABCC1/MRP1, y ABCG2/BCRP se
han evaluado en numerosos estudios, obteniendo resultados controversiales en
cuanto a su papel en el desarrollo de resistencia a drogas en LLA (Rahgozar et al.,
2014).

En un estudio previo se encontr6 que los niveles de expresion incrementados del
MRNA de los genes ABCC1 y ABCB1 estan significativamente relacionados con
resistencia a drogas e incrementan el riesgo de recaida en LA (Rahgozar et al., 2014).
En pacientes con LMA se analizé la expresion de mRNA de ABCBL1 y se encontro
sobreexpresado en pacientes con LMA en comparacion con el grupo control y se
asoci6 con una pobre respuesta clinica y recaida temprana (Alyaqubi et al., 2014).

El metotrexato es un farmaco utilizado para el tratamiento de leucemias agudas, sin
embargo, algunas pacientes presentan diferente respuesta al tratamiento con
metotrexato (MTX). La resistencia al MTX es una causa importante en la falla del
tratamiento. Muchos pacientes no responde a la quimioterapia y otros presentan
recaida. Las células expuestas a agentes toxicos pueden desarrollar resistencia por
un nimero de mecanismos incluyendo disminucion de la captacion, aceleraron de la
desintoxicacion, vias de la apoptosis defectuosas, alteracion de las proteinas diana, o
el aumento de flujo de salida que reduce la concentracion efectiva de drogas dentro
de la célula. Varias de estas vias pueden conducir a la resistencia a multiples farmacos,
lo que hace que las células se vuelvan resistentes a varios farmacos. El objetivo de
este estudio fue evaluar la expresion del mMRNA de genes involucrados en el transporte
y metabolismo del MTX en pacientes con leucemia aguda y su relacién con respuesta

al tratamiento.



Material y métodos

Poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio comparativo tipo casos y controles en el Laboratorio de
Biomedicina Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas Biolégicas de la
Universidad Autonoma de Guerrero. Se analizaron 70 muestras de pacientes
diagnosticados con leucemia aguda (LLA: 51 y LMA: 19), que asistieron al servicio de
Oncologia Pediatrica del Instituto Estatal del Cancer "Dr. Arturo Beltran Ortega”
(IECAN-ABO), en la ciudad de Acapulco, Guerrero , México, entre agosto de 2005 y
agosto de 2011. El diagndéstico se realiz6 mediante criterios morfolégicos de células
blasticas de French-American-British y citometria de flujo. Los protocolos
guimioterapéuticos utilizados fueron 96091, 96092 o CIE-10: C9.1.0 del Instituto
Estatal de Cancerologia y anteriormente descritos (Gomez-Gomez et al., 2014;
Organista-Nava et al., 2015). La recaida se defini6 como la reapariciéon de > 20% de
células blasticas en la médula o la presencia de infiltrados leucémicos localizados en
cualquier sitio después de completar la quimioterapia de induccion.

Los controles fueron 65 individuos sin leucemia (4 -10x10° leucocitos / mm?3). Los
participantes fueron hombres y mujeres de 1-18 afios de edad y residentes del Estado
de Guerrero, México. El consentimiento informado fue firmado por los pacientes, sus

padres o tutores. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de IECAM.

Muestras y extraccion de RNA

Las muestras de médula 6sea o sangre periférica se colocaron en tubos con
anticoagulante (EDTA). Los leucocitos fueron aislados con el buffer de lisis osmotica
selectiva de eritrocitos y el RNA total fue extraido por el método de fenol-cloroformo

de acuerdo a lo reportado por (Chomczynski & Sacchi, 2006).

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé utilizando 500 ng de RNA total de acuerdo a las

instrucciones del fabricante, utilizando la enzima transcriptasa inversa SuperScript Il y



oligo dT (Thermo Scientific, Foster City, CA, USA) en una temperatura de 65 °C
durante 10 min, 22 °C durante 10 min, 42 °C durante 90 min y a 75 °C por 5 min. El
cDNA obtenido fue cuantificado en el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Foster City,
CA, USA) y almacenado a -20 °C.

Cuantificaciéon de la expresion de genes por PCR en tiempo real

La expresion de mRNA fue evaluada por el método de SYBR Green (Thermo Scientific,
Foster City, CA, USA). Todas las reacciones de los genes GGH, FPGS, ABCC1,
ABCB1, ATIC, TS y MTRR se llevaron a cabo en el equipo de Pikoreal Real Time
systems (Thermo Scientific, Foster City, CA, USA) y en el equipo Real Time System
CFX95 (BIO RAD, Foster City, California, USA) se llevaron a cabo las reacciones de
los genes MS, RFC1, MTHFD1, ABCG2, CCND1, MTHFR Y ABCC2. El volumen total
de 10 pL consistié de 5 pL de SYBR Green, 1 yuL de cDNA, 0.5 uL a 10 mM de primers
sentido y antisentido y 3 puL de agua libre de nucleasa. La PCR- Tiempo Real fue
realizada utilizando el siguiente protocolo: etapa inicial a 95 °C por 10 min, 40 ciclos:
95 °C por 15sy 60 °C (GGH, FPGS, ABCB1, ABCC1, ATIC, TSy MTRR) 0 61°C (MS,
RFC1, MTHFD1, ABCG2, CCND1, MTHFR y ABCG2) por 1 min para el alineamiento.

Los niveles de expresion relativa fueron calculados utilizando el método 224t de
acuerdo a (Nolan et al., 2006). Para la cuantificacién del mRNA, los valores de Ct se
normalizaron con los niveles de expresion mMRNA de hipoxantina-guanina

fosforribosiltransferasa (HPRT). Los primers utilizados se describen en la tablal.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con los programas STATA 11.1 y GraphPad Prism 5.
La prueba de Mann—-Whitney fue utilizada para comparar los niveles de expresion de
MRNA de cada gen entre los diferentes grupos. Las pruebas que se realizaron incluyen

frecuencias simples y relativas de las variables cualitativas para cada uno de los



grupos, prueba de Chi cuadrada (X?) para establecer diferencias en las frecuencias.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un valor de p<0.05.

Tabla 1. Primers que se utilizaron en este estudio.

Tm
Gen Secuencia de los iniciadores (°c) | Producto Referencia
MTHFD1 F- 5’ CGTGGGCAGCGGACTAAZ' 61 76 pb (Kawakami et
R-5’CCTTATTTGCGCGGAGATCT3' al., 2008)
FPGS F-5’ GGCTGGAGGAGACCAAGGAT3’ 60 94 pb (Ogawa et al.,
R-5’CATGAGTGTCAGGAAGCGGAZ' 2014)
GGH F-5"AACCTCTGACTGCCAATTTCCATAAZ’ 60 86 pb (Obata et al.,
R-5"TCTCTGGATGCCACTGGACAC3’ 2013)
ABCC1 F-5’TACCTCCTGTGGCTGAATCTGG3' 60 138 pb (Yoshida et al.,
R-5"CCGATTGTCTTTGCTCTTCATG3' 2001)
ABCC2 F-5’"ACGGACAGCTATCATGGCTTCT3’ 61 131 pb (Nishimura et
R-5"TGGTCACATCCATGAGCTTCT3’ al., 2002)
ABCB1 F-5’ GCTCAGACAGGATGTGAGTTGG3' 60 99 pb (Yoshida et al.,
R-5"ATAGCCCCTTTAACTTGAGCAGC3’ 2001)
ABCG2 F-5'AGATGGGTTTCCAAGCGTTCAT3' 61 91 pb (Steinbach et
R-5" CCAGTCCCAGTACGACTGTGACAZ’ al., 2002)
CCND1 F-5" ACAAACAGATCATCCGCAAACAC3’ 6l 144 pb (Yoshida et al.,
R-5"TGTTGGGGCTCCTCAGGTTC3' 2001)
ATIC F-5'"TCTGATGCCTTCTTCCCTTT3' 60 149 pb Gen Bank:
R-5"AGGTTCGTATGAGCGAGGAT3' KR710127.1
TS F-5’ GCAAAGAGTGATTGACACCATCAAZ' 60 85 pb (Seitz et al.,
(TYMS) R-5’ CAGAGGAAGATCTCTTGGATTCCAAZ' 2002)
MS F-5' TAAGATTTGCAAAGGTTGGGTCTGA3’ 60 76 pb (Huang et al.,
R-5’" CTGGACATACAGGTGGGAGTTGG3' 2012)
MTRR F-5"GCCCGGCATTTCTATGACAC3' 60 85 pb (Zzhao et al.,
R-5’ GCCAGAGTCCAGCAATCCAC3' 2012)
MTHFR F-5’" GGCCATCTGCACAAAGCTAAG3' 6l 140 pb (Liu et al.,
R-5" AACTCACTTCGGATGTGCTTCAC3’ 2012)
RFC1 F-5"CCTCGTGTGCTACCTTTGCTT3” 61l 125 pb (Abdel-Haleem et
R-5"TGATCTCGTTCGTGACCTGCT3”’ al., 2011)
HPRT F-5" AAGCTTGCTGGTGAAAAGG3’ 60 86 pb (Kawakami et
R-5"AAACATGATTCAAATCCCTGA3’ al., 2008)




Resultados

Caracteristicas generales de la poblacion

Se analizaron 135 muestras; 65 controles y 70 casos. En pacientes con LLA se observo

mayor frecuencia del género masculino (72.73%) en comparacion con los pacientes
que tuvieron LMA (27.27%). El 70.59% de los pacientes con LLA y el 29.41% de

pacientes con LMA presentaron recaida. No se encontraron diferencias significativas

en las caracteristicas generales y clinicas de los pacientes en ambos tipos de leucemia

(Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas generales y datos clinicos de pacientes con LA.

Caracteristicas LLA LMA Valor de
n=51 (%) n=19 (%) p+

Genero

Masculino 32 (72.73) 12(27.27) 0.975

Femenino 19 (73.08) 7(26.92)

Edad (afios)

1-4 19(79.17) 5(20.83)

5-11 11(61.11) 7(38.89) 0.406

12-18 21(75) 7(25)

No. leucocitos/mm3

1000-11000 20(68.97) 9(31.03)

11300-20000 5(100) 0(0) 0.351

210000-290000 26(72.22) 10(27.78)

Inmunofenotipo

B 47(92.16)

BIT 3(5.88) ND -

T 1(1.96)

Tiempo con leucemia (meses)

1-7 20(83.33) 4(16.67) 0.298

8-42 15(62.50) 9(37.50)

47-115 16(72.73) 6(27.27)

Recaida durante el tratamiento

Si 36(70.59) 15(29.41)

No 15(78.95) 4(21.05) 0.484

Estado del paciente

Vivo 15(78.95) 4(21.04) 0.484

Finado 36(70.59) 15(29.41)

LLA: leucemia linfoblastica aguda, LMA: leucemia mieloide aguda, ND: no determinado, + prueba de x?



Perfil de expresion de genes de la via del folato/MTX en pacientes con LA.

Para evaluar los niveles de expresion de mRNA de genes de la via del folato/MTX en
pacientes sin leucemia, LLA y LMA se realiz6 una PCR en tiempo real (RT-qPCR) por
duplicado. Se analizaron 70 muestras de pacientes con LA (LLA=51y LMA=19). No se
encontraron diferencias significativas entre ambos tipos de leucemia aguda en los
datos clinicos y caracteristicas generales por lo cual los resultados se presentan en
conjunto como leucemia aguda (LA). Los datos sobre los niveles de expresion de
genes se dividieron en cuatro grupos de acuerdo a su funcion: sistema de transporte
de influjo del folato (RFC1; n=63), enzimas metabolizantes del folato (FPGS y GGH;
n=70), enzimas dependientes del folato (ATIC, n=70; TS, n=70; MS, n=70;
MTHFD1,n=67; MTRR, n=67 y MTHFR, n=64) y transportadores del eflujo del folato
(ABCB1,n=70; ABCC1, n=70; ABCC2, n=39 y ABCG2, n=49). También se analizo la
expresion del mRNA de ciclina D1 (CCND1), pero no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos (datos no mostrados).

Los niveles de expresion del mRNA de los genes RFC1 (p<0.001), MS (p=0.045),
MTRR (p<0.001), MTHFR (p<0.001) y ABCB1 (p<0.001) se encuentran disminuidos
en LA en comparacion con el grupo control, mientras que los niveles de expresién del
MRNA de FPGS (p=0.010), GGH (p=0.009), TS (p<0.001), y MTHFD1 (p=0.007) se
encontraron elevados en LA en comparacién con el grupo control. No se encontraron
diferencias significativas en la expresién de mRNA de los genes ATIC, ABCC1, ABCC2
y ABCG2 (Figura 1).
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Figura.1l Expresion relativa de genes que participan en el transporte y metabolismo del MTX en pacientes con
LLA y LMA en comparacion con el grupo control. A) Expresion relativa del mMRNA del gen RFC1. B) Niveles de
expresion de enzimas que metabolizan MTX/folato. C) Expresién relativa del mRNA de enzimas dependientes
de folato. D) Expresion relativa del mRNA de transportadores del MTX/folato. La barra horizontal representa la
mediana de la expresion.

Expresion diferencial de genes de la via del folato/MTX entre pacientes con LA
cony sin recaida.

Debido a que un alto porcentaje de pacientes con LA presentaron recaida (Tablal) se
realizé un analisis del perfil de expresion del mMRNA de genes de la via del folato/MTX
en paciente con LA que presentaron recaida durante el tratamiento con MTX. El
analisis muestra diferencias significativas en la expresion de los genes GGH (p=0.029),
FPGS (p=0.017), TS (p=0.016), MS (p=0.023), ATIC (p=0.047), MTHFD1 (p=0.003),
MTHFR (p=0.012), ABCB1 (p=0.038), y ABCC1 (p=0.045) los cuales se encuentran
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elevados en pacientes que presentaron recaida durante el tratamiento en comparaciéon

con los pacientes que no (Figura 2).
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Figura.2 Expresion relativa de genes que participan en el transporte y metabolismo del MTX en pacientes
con leucemia aguda con y sin recaida. A) Niveles de expresién de RFC1. B) Sobreexpresion de enzimas
que metabolizan MTX/folato en pacientes con recaida. C) Niveles de expresioén de enzimas dependientes
de folato en pacientes con recaida. D) Expresién de transportadores del MTX/folato en pacientes con

recaida. La barra horizontal representa la mediana de la expresion.
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Discusion

El metabolismo del folato esta involucrado en la sintesis y metilacion del DNA. La
sintesis del DNA es esencial para la division celular y la metilacion del DNA es
responsable del control de expresion de genes, estabilidad estructural de la cromatina
y el mantenimiento de la estabilidad gendmica. Se sabe que el MTX actua inhibiendo
enzimas dependientes del folato, bloqueando de esta manera la sintesis del DNA en
la fase S del ciclo celular (Galbiatti et al., 2013). El metotrexato (MTX) es reconocido
como uno de los primeros agentes terapéuticos anticancer para el tratamiento de

leucemia infantil (Piwkham et al., 2015).

En este estudio se analizaron los niveles de expresion del mRNA de genes que
participan en la via del folato/MTX (FPGS, GGH, TS, ABCC1, ABCB1, ATIC, RFC1,
MS, MTHFD1, MTRR, MTHFR, ABCG2, ABCC2) en pacientes con LA y en un grupo
control. También se hizo una comparacion entre individuos con LA con y sin recaida.
Encontramos disminuidos los niveles de expresion del mMRNA de RFC1, MS, MTRR,
MTHFR y ABCB1 en LA en comparacion con el grupo control. Mientras que los niveles
de expresion de GGH, FPGS, TS y MTHFD1 se encontraron elevados en pacientes
con LA en comparacion con el grupo control. Los niveles de expresion de GGH, FPGS,
ATIC, TS, MS, MTHFD1, MTHFR, ABCB1 y ABCC1 se encontraron sobreexpresados
en pacientes que presentaron recaida en comparacion con los que no presentaron

recaida.

En este estudio la expresion de RFC1 se encontré significativamente baja (p<0.001)
en pacientes con LA en comparacion con el grupo control. En estudios realizados
previamente se encontré que los niveles de expresion de mMRNA de RFC1 disminuyen
en células HEP-2 tratadas con bajas concentraciones de MTX, resultando en una falla
en el transporte de MTX al interior de la célula por RFC1. La disminuciéon en la
expresion de RFC1 conduce a la disminucion intracelular de MTX y puede estar
involucrada en la resistencia a MTX (Obuchi et al., 2013; Galbiatti et al., 2013). Sin
embargo, en este mismo estudio se encontré que al tratar a las células HEP-2 con

altas concentraciones de MTX la expresion de RFC1 incrementaba. Es posible que las
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altas concentraciones de MTX durante la quimioterapia estén relacionadas con una
mayor produccion de RFC1 que es el responsable del transporte del MTX, sin embargo
no hay estudios que demuestren la asociacion entre altas dosis de MTX e incremento
en la expresion de RFC1. Se ha reportado que un incremento en la expresion de RFC1
podria conducir a la inactivacion de varios genes supresores de tumor como pl16, p15

y/o p53, resultando en una sensibilidad incrementada a MTX (Galbiatti et al., 2013).

Se sabe que niveles disminuidos de expresion de RFC1 en lineas celulares de
leucemia (CCRF-CEM y CCRF-CEM-7%) estan asociados con alteraciones en la
expresion de factores de transcripcion como Spl y CREB-1 resultando en una
disminucién en la unién a elementos inducibles y constitutivos del promotor de RFC.
Esto sugiere un nuevo mecanismo de resistencia a MTX basado en la alteracién en la
expresion de factores de trascripcion y su union al promotor de RFC1 (Rothem et al.,
2003). La disminucion en la expresion de RFC1 da como resultado una absorcion
menos eficiente de antifolatos por las células tumorales y se ha asociado con

resistencia a MTX (Wojtuszkiewicz et al., 2015).

Por otro lado, los niveles de expresion de las enzimas metabolizantes del MTX; FPGS
y GGH se encontraron elevados en pacientes con LA asi como en pacientes que
presentaron recaida durante el tratamiento con MTX. Se ha demostrado que la baja
actividad de FPGS tiene como resultado la disminucion de antifolatos en las células y
esto conduce a resistencia a drogas en leucemia (Piwkham et al., 2015).También se
ha descrito que el polimorfismo FPGS rs1544105 puede alterar la expresion de FPGS
en LLA, especificamente el genotipo CC se asocié con una mayor expresion de FPGS
en comparacion con los genotipos CT y TT y que el genotipo CC se relacion6 a una
peor supervivencia libre de recaida en comparacion con los genotipos CT +TT (Liu et
al., 2013). Por otro lado, se ha reportado que en pacientes con B-LLA (LLA- de células
B) los niveles de mRNA, proteina y actividad enzimatica de FPGS se encuentran
elevados en comparacion con T-LLA y estas diferencias se correlacionan con su
sensibilidad a antifolatos tales como MTX (Leclerc et al., 2010b). Estos resultados
coinciden con los nuestros ya que el 92.16% de los pacientes con LA son de linaje B

y los niveles de expresion de FPGS se encuentran elevados.
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Se ha demostrado que la deacetilasa de histona 1 (HDAC1) es reclutada por los
factores de transcripcion NFY y Spl en el promotor de FPGS para regular su expresion
en lineas celulares de LLA, lo cual pudiera explicar la alteracion de la expresion de
FPGS en los pacientes analizados en este estudio. Sin embargo, los niveles de
expresion del mRNA de FPGS no son necesariamente indicativos de la actividad
catalitica de FPGS ya que esté sujeta a aberraciones en el splicing alternativo (Leclerc
et al., 2010a).

La enzima GGH se encarga de eliminar los grupos glutamil del MTX, favoreciendo el
eflujo de la célula. Se ha reportado que la sobreexpresion de GGH esta asociada con
resistencia a MTX. Un incremento en la actividad de GGH fue identificado como un
mecanismo de resistencia a antifolatos en células de hepatoma de rata y en células de
sarcoma humano (Li et al., 1993). Nuestros resultados coinciden con los reportados
por Kim donde encontré que la sobreexpresion de GGH se asocia con resistencia a
MTX en células HCT116 y MDA-MB-435, los resultados obtenidos sugieren que GGH
esta relacionada con resistencia a MTX en pacientes con LA, ya que su sobreexpresion
podria favorecer la salida del MTX impidiendo que ejerza su actividad antiapoptotica
(Kim et al., 2013).

En cuanto a las enzimas dependientes de folato se observé una alteracion en los
niveles de expresion de los genes MS, MTRR, MTHFR, TS, MTHFD1 y ATIC. Donde
la metionina transferasa reductasa (MTRR) esta involucrada en la sintesis del DNA 'y
produccion de S-adenosilmetionina (SAM) y juega un papel importante en la
carcinogénesis. (Chen et al., 2015). Se han descrito polimorfismos en el gen MTRR
relacionados con el desarrollo de leucemia linfoblastica aguda, sin embargo, no se han
realizado estudios donde se analice la expresion del mMRNA de MTRR en pacientes
con leucemia aguda. Nosotros encontramos niveles de expresion disminuidos de
MTRR en LA en comparacion con el grupo control. Sin embargo, en células de cancer
de ovario se reportd que la expresion incrementada de MTRR estéa relacionada con
resistencia a cisplatino, al silenciar a MTRR se inhibié el crecimiento celular,

resistencia a cisplatino y autofagia, también se indujo la apoptosis de células de cancer
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de ovario a través de la regulacion de la expresiéon de caspasas y de la via mTor (Chen
et al., 2015).

La Metionina sintasa (MS) cataliza la remetilacion de homocisteina a metionina,
deficiencias en la actividad de MS resulta en hiperhomocisteinemia, homocistinuria y
anemia megaloblastica (Leclerc et al., 1996). Nuestros resultados muestran niveles
disminuidos de MS en pacientes con LA en comparacion con el grupo control. Una
disminucioén en la actividad de MS conduce al incremento de homocisteina y reduccion
en los procesos de metilacion del DNA (Niedzielska & Wectawek-Tompol, 2013).
Nuestros resultados sugieren que en pacientes con LA que presentaron recaida
durante el tratamiento los niveles de mMRNA de MS se encontraron incrementados en

comparacion con los pacientes con LA que no presentaron recaida (p=0.023).

Otra enzima importante involucrada en la remetilacion de homocisteina es
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) es una enzima que cataliza la conversion
de 5,10-CH3-THF a 5-CH3-THF, para la remetilacion de homocisteina a metionina
(Bahari et al., 2016). En este estudio, los niveles de mMRNA de MTHFR se encontraron
disminuidos en pacientes con LA en comparacion con el grupo control, mientras que
en paciente que presentaron recaida durante el tratamiento los niveles de mRNA se
encontraron sobreexpresado en comparacion con los pacientes que no presentaron
recaida. El efecto biolégico de la sobreexpresion de MTHFR no esta completamente
definido, pero, los datos muestras que hay dos polimorfismos genéticos en el gen
MTHFR (C677T y A1298C) que podrian estar asociados con alteraciones en los
niveles de expresion de MTHFR y pueden interferir en la actividad antitumoral de la
guimioterapia (Galbiatti et al., 2013). Alteraciones en la expresion de MTHFR pueden
afectar la concentracion celular de folatos, la cual puede afectar la sensibilidad a MTX
(Kremer, 2004; Chiusolo et al., 2007). Por otro lado, se ha observado que el
polimorfismo MTHFR C677T esta asociado con riesgo de recaida en pacientes con
LLA (Aplenc et al., 2005).

TS en una enzima dependiente de folato, que cataliza la conversion de deoxiuridilato
(dUMP) a deoxitimidilato (dTMP) que resulta en la acumulacién de dihidrofolato (DHF)

y disminucién de folatos celulares, TS juega un papel central en la sintesis y
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reparacion del DNA al servir como la principal fuente intracelular de dUTM (Erculj et
al., 2012). TS es una enzima blanco del MTX-PG, pero al encontrarse sobreexpresada
en LA y en pacientes con recaida se podria especular que el MTX no esta ejerciendo
su actividad inhibitoria sobre esta enzima, al no inhibirse TS se favorece la sintesis de

DNA y con ello que las células continden proliferando descontroladamente.

En cuanto a la familia de transportadores ABC, encontramos disminuidos los niveles
de expresion del mRNA de ABCB1 en LA en comparacion con el grupo control,
mientras que en pacientes con LA que presentaron recaida durante el tratamiento con
MTX se observo una expresion incrementada de ABCB1 y ABCC1 (p=0.038, p=0.046
respectivamente). Similar a lo reportado por (Ho et al., 2008) donde observd que la
sobreexpresién de los transportadores ABC (ABCB1, ABCC1l y ABCG2) estan
implicados en la resistencia a multidrogas (MDR). Nuestros resultados son
controversiales con los encontrados por (Rahgozar et al., 2014) debido a que ellos no
encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con LLA.
Diversos estudios han analizado la expresibn de ABCB1 con resultados
controversiales, algunos investigadores sugieren una falta de relacion entre la
expresion de este geny el prondstico de LA, mientras que otros sugieren que este gen
puede estar relacionado con el pronéstico de la enfermedad (Rahgozar et al., 2014).

La respuesta al tratamiento de LA se ve afectada por diversos factores como son las
caracteristicas morfoldgicas, los criterios genéticos y la edad. Evidencias acumuladas
muestran que la mayor expresion del gen ABCB1 puede ser un marcador de peor
prondstico en pacientes con LMA (Alyaqubi et al., 2014).

Al encontrarse sobreexpresados los genes ABCB1 y ABCC1l en pacientes que
presentaron recaida se podria pensar que estos genes estan participando en la
resistencia al tratamiento con MTX al favorecer su eflujo de la célula. Al encontrarse
los niveles elevados de mMRNA de GGH podrian estar favoreciendo la
despoliglutamacion del MTX impidiendo que ejerza su actividad apoptética, por lo cual
los niveles de ATIC y TS también se encuentran sobreexpresados ya que al no
encontrarse el MTX-PG no inhibe a estas enzimas blanco, favoreciendo de esta

manera la proliferacion celular.
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Se sabe que la resistencia puede ser consecuencia, en primer lugar, de la menor
concentracion intracelular del agente terapéutico, debido a menor influjo, a un eflujo
intenso o al secuestro de dicho agente; en segundo lugar a una destoxificacion celular;
en tercer lugar, la alteracion del objetivo celular y en cuarto lugar, una mayor funcion
reparadora del DNA. Muchos de estos genes son constitutivos y se encuentran de
manera natural en las células, mientras que otros pueden aparecer de novo durante la

progresion y tratamiento de la enfermedad (Angosto, 2001).

Tal vez los genes estudiados podrian estar involucrados en el desarrollo de resistencia
a multidrogas durante el tratamiento. Esto sugiere que el tratamiento puede cambiar
el perfil de expresion y actividad de estos genes, a través de la eliminacion de las
células susceptibles a drogas y dejar solamente a clonas de células resistentes,

cambiando la expresion de genes en la médula 6sea (Rahgozar et al., 2014).

En conclusion, nuestros resultados sugieren que los genes analizados en este estudio
podrian estar involucrados en el desarrollo de resistencia a MTX, ya que se observo
un incremento en los niveles de expresion de GGH, FPGS, TS y MTHFD1 y niveles
disminuidos de los genes RFC1, MTRR, MTHFR y ABCB1 en pacientes con LA en
comparacion con el grupo control. Ademas en pacientes que presentaron recaida se
observé un incremento en los niveles de expresion de GGH, FPGS, ATIC, TS, MS,
MTHFD1, MTHFR, ABCB1 y ABCC1 en comparacion con los pacientes que no
presentaron recaida, esto podria sugerir que el tratamiento puede cambiar el perfil de

expresion y actividad de los genes analizados.
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Sugerencias

Hacer un andlisis del perfil de expresion de genes que participan en la via del

folato utilizando muestras recientes.

Realizar un estudio completo donde se analice el perfil de expresion del mRNA

y a nivel de proteina, para obtener resultados mas concluyentes.

Hacer una comparacion entre el perfil de expresion de pacientes con leucemia
gue aun no reciben el tratamiento y pacientes con LA que ya recibieron un

tratamiento.

Aumentar el tamano de la muestra.

Obtener todos los datos clinicos de los pacientes para realizar un analisis

estadistico completo.
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