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Resumen

Las leucemias mieloides afectan diferenciacién, supervivencia y muerte celular de la serie mieloide, que ocasiona el acimulo de
células indiferenciadas e hiper longevas en la médula ésea y sangre circulante. La regresién de la enfermedad con los actuales
farmacos no es eficiente, por lo que se buscan tratamientos alternos. El presente trabajo evalué mediante RT-PCR la expresion
de los genes ABCB1 y Bcl-2 a distintos tiempos de exposicion a metformina, farmaco antidiabético con antecedentes para el
tratamiento de cancer de mama, en dos lineas celulares de leucemia mieloide aguda. Los resultados mostraron que la metformina
modifico la expresion de ambos genes disminuyéndola.
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Abstract

Metformin reduces the expression of the ABCBL1 and Bcl-2 genes in leukemia-derived cells. Myeloid leukemias affect the
differentiation, survival, and cell death of the myeloid line, leading to the accumulation of undifferentiated and hyper-long-lived
cells in the bone marrow and circulating blood. The regression of the disease with current drugs is not efficient, which is why
alternative treatments are being sought. The present work evaluated the expression of the ABCB1 and Bcl-2 genes at different
exposure times to metformin, an antidiabetic drug with a history of use in breast cancer treatment, in two cell lines of acute
myeloid leukemia, using RT-PCR. The results showed that metformin modified the expression of both genes by decreasing it.
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Introduccién

Los actuales tratamientos para la leucemia incluyen una varie-
dad de estrategias para controlar la enfermedad. De manera ge-
neral, el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (LMA)
tiene dos fases: 1) La primera fase consiste en el tratamiento
terapéutico de induccion de la remision. El propdsito de esta
estrategia es eliminar las células leucémicas de la sangre y la
meédula 6sea para llevar a la remision de la enfermedad. 2) La
segunda fase del tratamiento consiste en la terapia de consoli-
dacion. Una vez que la leucemia estd en remision, comienza
esta segunda fase que tiene el propdsito de eliminar cualquier
célula leucémica restante, incluso que tal vez podria no estar
activa, pero, sin embargo, podria volver a multiplicarse y causar
una recaida. A esta fase también se conoce como terapia de
continuacion de la remision®. Estos tratamientos muchas veces
resultan ser contraproducentes para la salud de los pacientes,
algunos de ellos pueden provocar, incluso, alteraciones fisiol6-
gicas como caida del cabello, lesiones en la piel e infecciones®>.

Estos efectos secundarios en muchos casos suelen ser desmoti-
vantes para los pacientes que requieren dichos tratamientos.
Particularmente, el tratamiento para la LMA depende de dife-
rentes factores como el subtipo de la enfermedad, la edad, el
estado de salud y estos factores influyen en el prondstico y las
opciones més viables para llevar acabo un tratamiento. El obje-
tivo principal de un tratamiento para la LMA, ademas de indu-
cir la regresion de la enfermedad, con el propdésito de restaurar
la hematopoyesis normal, debe ser evitar que la salud del pa-
ciente se deteriore y que se produzcan futuras recaidas. Por lo
anterior, se busca emplear farmacos que no causen efectos t6-
xicos secundarios en el paciente. Interesantemente, desde
inicios de la década de 1970, Dilman y Anisimov®® del Instituto
de Oncologia Petrov, en San Petersburgo, Rusia, desarrollaron
la hipdtesis de que las biguanidas antidiabéticas poseian efectos
protectores antienvejecimiento y anticancerosos por medio de
una "rehabilitacion metabdlica". Con dicha hipotesis, a princi-
pios de la década del 2000, Anisimov!®t! demostré experimen-
talmente que el tratamiento crénico de ratones transgénicos

Citar como:
Avances en Quimica, 20(3), 103-109 (2025)

M Nifio-Montalvo, A Martinez-Tovar, R Ruiz-Ramos. La metformina reduce la expresion de los genes ABCBL1 y Bcl-2 en células derivadas de leucemias.


mailto:ruruiz@uv.mx

104 M Nifio-Montalvo, A Martinez-Tovar, R Ruiz-Ramos / Avances en Quimica, 20(3), 103-109 (2025)

hembra HER2-/neu con metformina tiene un efecto significa-
tivo en la incidencia y la disminucién del tamafio de los adeno-
carcinomas mamarios y ademas aumentd la latencia media de
los tumores'%22,

Uno de los farmacos que se ha observado que tiene un efecto
positivo en el empleo de quimioterapias contra el cancer de
mama, es la metformina, una biguanida que principalmente es
utilizada como un anti hiperglucemiante. Estudios realizados in
vitro, han mostrado que este farmaco actla deteniendo el creci-
miento de tumores de mama, por medio de la activacién de pro-
teinas cinasas®. La actividad de la metformina dentro de la cé-
lula es la activacion de la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK), un complejo que tiene entre sus acciones, la induc-
cion a la apoptosis, ya que dentro de las células ocurre una re-
modelacion metabélica, la cual favoreceria diferentes mecanis-
mos que permiten la regresion del cancer. Una segunda diana
molecular de la metformina en las mitocondrias es la enzima
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial (nGPDH), la
cual juega un papel clave en el transporte de glicerofosfato. Este
transporte de oxidorreduccion entre el citosol y la mitocondria
es necesario para la produccion de la forma oxidada de las
coenzimas necesarias para las reacciones bioquimicas, como la
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) en las reacciones
gluconeogénicas. La metformina inhibe la actividad de la
MGPDH, lo que provoca la supresion de las reacciones gluco-
neogénicas, incluida la conversion de lactato en piruvato®.
Siendo la metformina un farmaco con menores riesgos a la sa-
lud y un efecto promisorio para el tratamiento sobre células
neopléasicas, por lo que se piensa que seria un buen inductor
para la regresion de las leucemias, en combinacion con los far-
macos descritos actualmente para quimioterapias de LMA, ta-
les como ciclofosfamida, daunorrubicina, doxorrubicina, vin-
cristina, citarabina, metotrexato, etopdsido, 6-mercaptopurina,
entre otros®®. Los oncogenes son genes relacionados con el cre-
cimiento de células malignas, por lo que cuando se sobreexpre-
san, causan enfermedades como diversos tipos de cancer. Las
proteinas nucleares, que regulan las vias de sefializacion cito-
plasmaticas, los receptores de membrana y otras proteinas, son
codificadas por protooncogenes. En condiciones normales, es-
tas proteinas participan en la homeostasis celular, que significa
mantener las funciones celulares en equilibrio, por lo que su ni-
vel de expresion esta estrictamente regulado. Por lo anterior, se
estudiaran dos protooncogenes que codifican para proteinas de
membrana, las cuales son responsables de alteraciones que dan
lugar a las células neoplasicas y estan relacionadas con el desa-
rrollo de las leucemias. Tanto Bcl-2 y ABCBL1 son genes que
tiene relacion en la expresion de proteinas que permiten la su-
pervivencia de las células neoplasicas, ya que las proteinas anti
apoptdticas BCL-2 desempefian un papel fundamental en la
proteccion celular en los canceres humanos, impidiendo que se
comprometan a procesos de muerte celular irreversible, ya que
dichas células suelen estar marcadas para activar la apoptosis.
Por lo anterior, Bcl-2 se clasifica como oncogén y de hecho la
FDA (USA) aprobd inhibidores selectivos de estas proteinas,
como venetoclax (ABT-199), para tratar ciertas leucemias

como la leucemia linfocitica cronica (LLC)™. Adicionalmente,
se ha descrito que BCL-2 participa en el desarrollo de resisten-
cia a los agentes quimioterapeuticos, lo que ha motivado es-
fuerzos para orientar terapias para el tratamiento del cancer di-
rigidas contra dicho gen. En ese sentido, se han desarrollado
enfoques para bloquear o modular la produccion del mMARN a
partir del gen Bcl-2 mediante oligonucle6tidos anti sentido o a
nivel de proteina con inhibidores de BCL-2, como el novedoso
ABT-737%. Por su parte, el gen ABCB1 (MDR1) codifica una
proteina transportadora multi-farmacos transmembrana deno-
minada glicoproteina P (P-gp) que constituye uno de los prin-
cipales mecanismos de resistencia a maltiples farmacos (MDR)
en los canceres humanos y que se expresa, por lo tanto, en mu-
chos tejidos cancerosos y en normales. Adicionalmente, se ha
asociado a estas proteinas con la inestabilidad gendémica de las
células cancerosas. Dado que P-gp desempefia un papel muy
importante en la distribucion y excrecién de medicamentos,
también esta involucrada en la resistencia intrinseca y adquirida
a los farmacos quimioterapéuticos contra algunos canceres®.
Por lo anterior, en el presente trabajo se estudio la expresion de
estos genes en un modelo celular de leucemia mieloide aguda
(Kasumi-1) y leucemia promielocitica (HL-60), bajo la exposi-
cion de metformina a distintas dosis y tiempos. En ese contexto,
se analizo la expresion de dichos genes mediante la técnica de
Reaccién en Cadena de Polimerasa en Tiempo Real (RT-
gPCR), lo que nos permiti6 cuantificar los cambios bajo dichos
esquemas de tratamientos.

Parte experimental
Cultivo de células Kasumi-1y HL-60

Los medios RPMI-1640, Dulbecco modificado por Iscove y la
metformina (clorhidrato de metformina) se adquirieron de
Merck KGaA, (Darmstadt, Alemania). El suero fetal bovino
(FBS) se compro en Gibco (Grand Island, EE. UU.).

Se realizaron los cultivos celulares siguiendo las indicaciones
del proveedor (ATCC). Para el caso de las células HL-60, las
cuales son promielocitos obtenidos de una leucemia promielo-
citica aguda, se cultivaron en medio Dulbecco modificado por
Iscove. Los cultivos de células Kasumi-1; las cuales son mielo-
blastos aislados de sangre periférica de un paciente asiatico con
leucemia mieloblastica aguda, se cultivaron en medio RPMI-
1640 modificado. Ambos cultivos fueron realizados en cajas
desechables para cultivo celular p100 (Corning, NY, EE. UU.)
y ambos medios fueron suplementados con suero fetal bovino
(SFB) inactivado por calor al 10 %, piruvato de sodio 1 mM,
100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 0,3
mg/ml de glutamina. siguiendo las indicaciones ATCC (Ame-
rican Type Culture Collection) (Manassas, VA) en atmosfera
himeda a 37 °C con 5 % de CO,. Con dichas condiciones, se
realizaron ensayos de curvas dosis-respuesta para evaluar via-
bilidad celular con las siguientes concentraciones: Control (0
mM) (solo PBS); metformina (MF) 1, 5,y 10 mM, a 24y 48 h.
con el propdsito de seleccionar condiciones con viabilidades >
90% para realizar los ensayos de exposicion para evaluaciones
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por RT-qPCR. El analisis se realiz6 por duplicado.
Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA, después de las exposiciones a MF,
se empled la técnica basada en el uso del reactivo TRIzol™ (In-
vitrogen™). Las muestras se precipitaron afiadiendo 150 pL de
acetato de sodio, 400 pL de fenol y 200 uL de cloroformo; las
muestras se incubaron 4° C durante 15 min y posteriormente se
centrifugaron a 12000 rpm x 15 min en una microcentrifuga re-
frigerada a 4° C para separar el sobrenadante y decantar. Sepa-
rada la fase acuosa se agregaron 700 L de isopropanol al 100
%. Las muestras se incubaron a 4° C durante 30 — 60 min y a
continuacion se centrifugd a 12000 RPM por 15 min para de-
cantar el sobrenadante. Se realizaron dos lavados mas con iso-
propanol al 100 %. Se desechd el isopropanol y se secaron du-
rante 5a 8 min. Se agregaron de 10 a 15 pL de agua MiliQ libre
de nucleasas. Obtenidas las muestras se cuantificaron en un
equipo Nano-drop 2000 para determinar la pureza (ratio 260 /
280 nm) y concentracion (abs 260 nm) y se realizaron electro-
foresis para evaluar la integridad.

Técnica de PCR cuantitativa de transcripcion inversa de dos
pasos (two-step RT-gPCR)

Se aisld el ARN celular total de las muestras crio-preservadas,
por medio del método de Trizol, cloroformo, alcohol isoamilico.
A partir de 1 ug de ARN se sintetizd el ADN complementario
(cADN) por adicion de 1 ul de oligo dT, buffer de reaccion (200
mM Tris HCI, pH 8,4, 500 mM KCI, 25 mM MgCl,), 1 ul de la
mezcla de dNTP, 10 mM y 1 ul de enzima super-transcriptasa
(200 U/ul) (Gibco BRL). Los perfiles térmicos de la reaccion
fueron 37 °C por 50 min para la realizacion de cADN y 70 °C
por 10 min para desactivar la enzima super transcriptasa. El
cADN se almacen6 a —20 °C hasta su uso.

La amplificacion de los genes se realizé mediante la técnica de
RT-qPCR utilizando 2 pl de cADN, 20 mM Tris-HCI, pH 8,3,
50 mM KCI, 2 mM MgClz, 200 uM dNTP, 1 uM de cada oligo
para MDR-2 Forward Sequence: AAACTCGAGCCCAGTG-
AAAAATGTTGCCAT vy Reverse Sequence: GCCAGGA-
GAAATCAAACAGAGGC y BCL-2 Forward Sequence: AT-
CGCCCTGTGGATGACTGAGT y Reverse Sequence: GCC-
AGGAGAAATCAAACAGAGGCYy 1,25 unidades de polime-
rasa de ADN Gold Amplitag (Roche, Branchburg, NJ, EE.
UU.), 10 nM de fluoresceinay SYBR Green-I 1:50000 (Roche,
Indianapolis, IN, EE. UU.) en una reaccion de 25 pl. La mezcla
se calent6 a 95 °C durante 7 min; Posteriormente, se realizé la
amplificacion en un sistema de deteccion Step One (Applied
Biosystems) durante 50 ciclos (1 mina 94 °C, 1 mina 60 °Cy
una extension de 4 min a 72 °C). Todas las reacciones se reali-
zaron por triplicado y se establecié un rango dinamico con cada
gen. Para el control positivo se utilizd la linea celular HeLa, la
cual presenta los genes a estudiar dentro de su genoma.

Pruebas estadisticas

El analisis estadistico de los valores obtenidos para la expresion
de los genes Bcl-2 y ABCB1, comparados con los valores del

gen constitutivo GUSB utilizando el método AACT, fueron rea-
lizados mediante el programa IBM SPSS Statistics utilizando
la prueba de t de dos colas. Los valores considerados p < 0,01
fueron considerados significativos.

Resultados y discusion

El andlisis de los efectos de la metformina sobre la expresion
génica, utilizando el método AACT, para caso del gen Bcl-2, du-
rante una exposicion del farmaco a 24 h mostré cambios en la
expresion en células HL-60 de manera dependiente de la con-
centracion. Los resultados mostraron que la exposicion en tal
periodo de tiempo con una concentracion de 1 mM, indujo una
disminucion de la expresion de dicho gen de un 43 % aprox.
Mientras que la exposicidn a concentraciones de 5 mM provoco
una disminucion en la expresion del mismo gen de aproximada-
mente un 94 %, y concentraciones de 10 mM indujeron una dis-
minucién en la expresion de un 97 %, lo cual result6 estadisti-
camente significativo (p<0,01) para todos los casos (Gréfica 1).
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Grafica 1. Expresion del gen Bcl-2 en células HL-60 expuestas a met-
formina. La grafica muestra los cambios en la expresion relativa del
gen Bcl-2 en células expuestas a 1, 5y 10 mM durante 24 h. Para las
tres concentraciones se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p< 0,01).

Para el caso de la exposicion de células HL-60 a metformina
(1, 5y 10 mM) durante 48 h., los resultados mostraron también
cambios en la expresién del gen Bcl-2. Sin embargo, bajo estas
condiciones experimentales la exposicion a concentraciones de
1 mM promovi6 un aumento de 2,45 veces con respecto al gen
constitutivo GUSB, mientras que las concentraciones de 5y 10
mM indujeron la disminucion de la expresién génica en un 73
y 79 % respectivamente. En todos los casos las diferencias re-
sultaron estadisticamente significativas (p< 0,01) (Grafica 2).

Con base en los resultados anteriores, se decidid realizar el
mismo esquema de exposicion a 24 hrs con las células Kasumi-
1, ya que con dichas condiciones se observo el mayor efecto
inhibitorio de la expresion génica de Bcl-2. Adicionalmente,
dadas las implicaciones de la inhibicion en los niveles de ex-
presion de un gen regulador negativo de los procesos de muerte
celular apoptoética, se decidio también explorar los niveles de
expresion de un gen que se ha implicado en procesos de resis-
tencia farmacolGgica, asi como también de muerte celular
apoptatica, como es el gen ABCBL.
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Gréfica 2. Expresion del gen Bcl-2 en células HL-60 expuestas a met-
formina. La grafica muestra los cambios en la expresion relativa del
gen Bcl-2 en células expuestas a 1, 5y 10 mM durante 48 h. Para las
tres concentraciones se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p< 0,01).

Los resultados de dicho esquema de exposicion (1,5y 10 mM
durante 24 h) en células Kasumi-1 mostraron también efectos
inhibitorios de la metformina sobre el gen Bcl-2 del 50 % al ser
expuestas a 1 mM, de un 92 % con 5 mM vy del 77 % con 10
mM, mostrando significancia estadistica en su conjunto (p<
0,01) (Grafica 3). Por otro lado, el mismo esquema de exposi-
cion para la evaluacion de la expresion del gen ABCB1 permitio
observar que la concentracion de metformina 1 mM promovid
un efecto inhibitorio de un 77 %, mientras que la exposicién a
5 mM inhibié la expresion génica en un 76 %, y finalmente,
concentraciones de 10 mM indujeron una disminucion en los
niveles de expresion de un 22 %, resultando todas ellas estadis-
ticamente significativas (p< 0,01) (Gréfica 3).
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Grafica 3. Expresion de los genes Bcl-2 y ABCB1 en células Kasumi-
1 expuestas a metformina. La grafica muestra los cambios en la ex-
presion relativa de los genes Bel-2 y ABCB1 en células expuestas a 1,
5y 10 mM durante 24 h. Para ambos genes y para las tres concentra-
ciones se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<
0,01).

Los cambios en la expresion del protooncogén humano Bcl-2,
observados como una regulacion negativa, tanto en células HL-
60 (promielocitos), como Kasumi-1 (mieloblastos), sugieren

que la metformina podria tener potencial farmacoldgico en pa-
cientes que padecen LMA, ya que este gen codifica una pro-
teina crucial de la membrana de la envoltura nuclear, de las
membranas del reticulo endoplasmico y membrana externa mi-
tocondrial que bloquea una via final comdn que conduce a la
muerte celular apoptética, por lo que un aumento en su expre-
sion impide que ciertas células, como los linfocitos, monocitos
y diversos tipos celulares, activen mecanismos de muerte apop-
tética. Dado que se ha descrito que este gen sobreexpresado en
neoplasias reduce la liberacion de calcio mitocondrial, lo que la
vuelve impermeable, ademas que, a nivel lisosomal, la proteina
Bcl-2 evita que la membrana de este organelo se lise, impi-
diendo también la liberacién mitocondrial de peroxidos y del
citocromo ¢, lo cual, a su vez, inhibe la activacion de caspasas
y por lo tanto, la activacion de la cascada apoptdtica'®. Por lo
anterior, este protooncogén se expresa en méas de la mitad de
los canceres humanos de mamay asi mismo, su expresion cons-
titutiva, como en el caso de su translocacion al locus de la ca-
dena pesada de IgG, se cree que es la razon por la que se pro-
duce el linfoma folicular, de tal forma que se ha reportado una
reduccion en la inmunotincion de Bcl-2 en el cancer invasivo
de mama vy las lesiones mamarias pre invasivas, en compara-
cion con los epitelios de mama normales y debido a la principal
caracteristica de la proteina Bcl-2, como inhibidor de la muerte
celular por apoptosis, ésta se relaciona con caracteristicas tu-
morales altamente agresivas y con resistencia a la terapia hor-
monal/citotoxica.

Debido a que la metformina inhibe la gluconeogénesis, es po-
sible también considerar sus efectos directos sobre la activacion
de la cinasa responsiva a la 5'-adenosina monofosfato (AMPK)
en las células tumorales, ya que esta cinasa de serina/treonina
se encuentra cascada abajo como sustrato del supresor tumoral
LKB1, lo que a su vez inhibe a la molécula diana de rapamicina
en células de mamifero 1 (MTORC1), misma que actia como
un importante regulador del crecimiento y de la divisién celu-
lar?2, Particularmente, en células tumorales, el complejo
mTOR se encuentra activo de manera anémala y acttia promo-
viendo su crecimiento, aunque también se ha observado que la
desregulacion de la via de sefializacion mTOR esta implicada
en otras patologias humanas, tales como la diabetes mellitus, e
incluso en enfermedades neurodegenerativas?®?. Por lo ante-
rior, el tratamiento de dichas células con metformina puede fa-
vorecer una disminucion de la sintesis proteica. Sin embargo, a
pesar de que la metformina inhibe mecanismos de crecimiento,
invasivos y metastasicos tumorales, tanto en modelos in vitro
como in vivo, como se ha observado y reportado en modelos
tumorales de raton para carcinoma hepatocelular, melanoma
ocular, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, asi
como de cancer de mama, entre otros. No obstante, actualmente
se sigue considerado que todos los estudios existentes no han
son suficientes para establecer de manera clara y formal que la
metformina pueda ser considerada como un agente anticance-
rigeno®. Por lo anterior, los resultados presentados en el pre-
sente trabajo sugieren que la metformina tiene un efecto impor-
tante sobre mecanismos que le confieren supervivencia a las
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células al verse disminuidos, lo cual puede constituir un efecto
positivo en la terapia contra la LMA, e incluso contra varios
tipos de cancer.

Adicionalmente, los cambios en los niveles de expresion del
gen ABCAL observados en células Kasumi-1, también pueden
contribuir notablemente a los efectos farmacoldgicos en contra
de la LMA, ya que dicho gen codifica para una proteina AT-
Pasa gue funciona como una bomba de eflujo de xenobidticos
que depende de ATP y que forma parte de la superfamilia de
transportadores del casete de unién a ATP (ABC), que se loca-
lizan en la membrana celular. Las proteinas ABC transportan
varias moléculas a través de las membranas extracelulares e in-
tracelulares, de manera unidireccional y en contra de gradientes
de concentracidn, tales como aminoécidos, péptidos, proteinas,
iones metalicos, varios lipidos, sales biliares y muchos com-
puestos hidrofébicos, y de manera particular a muchos farma-
cos. No obstante, de igual manera se relaciona con el transporte
de sustancias hacia el interior de compartimentos intracelulares
como peroxisomas, mitocondrias o reticulo endoplasmé-
tico?®2’ por lo que estas moléculas son responsables también de
reducir la acumulacién de farmacos en células que adquieren
resistencia a multiples moléculas con actividad téxica o farma-
coldgica y con frecuencia, median el desarrollo de resistencia a
los farmacos anticancerigenos. Por lo anterior, estas proteinas
sirven como transportadores y se expresan ampliamente en mu-
chos tejidos sanos, como la barrera hematoencefalica, el hi-
gado, los rifiones y el tracto gastrointestinal y, precisamente por
dicha funcién de eliminacion de xenobi6ticos, que incluyen far-
macos y toxinas, también les confiere a las células resistencia a
la colchicina, doxorubicina y vinblastina, entre otros. Por otra
parte, las mutaciones en estos genes estan relacionadas con di-
versas enfermedades, tales como la enfermedad inflamatoria
intestinal, la fibrosis quistica, la enfermedad de Tangier, el sin-
drome de linfocitos desnudos tipo | y la anemia sideroblastica
con ataxia ligada a X son algunos de los trastornos genéticos
que pueden ser causados por mutaciones en al menos 13 de es-
tos genes, de tal forma que se ha encontrado una correlacion
entre la sobreexpresién de ABCB1 y el desarrollo de resistencia
ala quimioterapia en estos canceres®=!. No obstante, que se ha
reportados que ABCB1 puede inducir resistencia a las antraci-
clinas utilizadas como terapia de primera linea en la mayoria de
los protocolos de tratamiento actuales en casos de LMA en todo
el mundo, Boyer et al. (2019)% mostraron resultados que im-
plican que evaluar el nivel de expresion de ABCB1 puede
ser relevante, ya que aunque reportaron en una cohorte de
161 pacientes adultos con LMA que ABCB1 no medid di-
rectamente en la resistencia a la quimioterapia ex vivo e in
vivo, ellos demostraron que la actividad y expresion de
ABCBL se relaciond con un peor pronostico y, por lo tanto,
concluyen que evaluar su actividad o expresion en el mo-
mento del diagndstico aln puede ser importante, ya que la
adicion de Gemtuzumab ozogamicina mostrd un beneficio
clinico en la baja expresion de ABCBL1. No obstante, los au-
tores también concluyeron que se requieren mas estudios
para comprender mejor la relacion especifica entre los trans-

portadores ABC y los fenotipos de células madre y que la
evaluacion del fenotipo ABCB1 puede ayudar a refinar el
tratamiento de la LMA.

Otros mecanismos importantes en los que participan estos
transportadores son los procesos de apoptosis. Dicha funcion la
logran a través de la presentacion de la molécula de sefiali-za-
cién fosfatidilserina por parte de las células apoptdticas. Esta
fosfatidilserina transferida a la cara externa de la membrana
plasmatica se considera uno de los mecanismos universales de
reconocimiento. En los Ultimos afios, ha habido un creciente in-
terés en otro miembro de la subfamilia, la proteina ABCA7, que
es el homodlogo mas cercano de ABCAL1 y tiene algunas simili-
tudes en sus funciones, ya que realiza el transporte de lipidos y
participa en la formacion de HDL®. Adicionalmente, la pro-
teina CED-7 en el neméatodo Caenorhabditis elegans, funciona
tanto en células fagociticas como apoptéticas y es necesaria
para la agrupacién de CED-1, un receptor transmembranal fa-
gocitico que reconoce las células apoptéticas e inicia su endo-
citosis. Se ha demostrado que CED-7 participa en la exposicion
de ligandos fosfolipidos en la superficie de las células apopté-
ticas y sorprendentemente se demostré que ABCAY tiene una
alta similitud de secuencias con CED-7 y es necesario para una
fagocitosis efectiva de las células apoptéticas® *. Basados en
lo anterior, los resultados observados con respecto a la aparente
regulacion negativa del gen ABCBL en células Kasumi-1, po-
dria sugerir que el tratamiento con metformina podria jugar un
papel importante ya que la sobreexpresion del gen y de las pro-
teinas codificadas por el mismo, confieren resistencia a la ac-
cion de maltiples farmacos y a la muerte celular apoptdtica,
mientras que su regulacion negativa, como la observada du-
rante la exposicién evaluada, estaria relacionada con los even-
tos contrarios y con un efecto sinérgico en la respuesta farma-
colégica. Adicional-mente, los resultados observados para la
regulacion de la expresién de ABCBL1 son consistentes con los
resultados obtenidos para la expresion del gen anti apopt6tico
Bcl-2, considerando que una regulacion negativa de estos genes
estaria relacionada con un desbalance entre proteinas pro apop-
téticas y anti apopt6ticas, mismo que favoreceria el proceso de
muerte celular apoptética. Se ha demostrado que la metformina
tiene actividad citostatica que puede fortalecer el efecto qui-
mioterapéutico. Ademas, se ha utilizado como terapia sinérgica
para el cancer, ya que mejora la sensibilidad a la radioterapia,
la quimioterapia y la inmunoterapia, ademas de que disminuye
los efectos secundarios a dosis terapéuticas méas bajas de trata-
mientos contra el cancer®®*”. También induce la generacién de
ROS en células de cancer de mama y de osteosarcoma, en parte
provocando su efecto anti carcinogénico a través de la remode-
lacion redox. Con respecto a la investigacion de la leucemia, se
ha demostrado que también sensibiliza las lineas celulares de
LMA a la citarabina y venetoclax, inhibiendo ligeramente la
proliferacion celular de los pacientes y reduciendo la tasa de
fosforilacién oxidativa ex vivo, a través de la inhibicion del
complejo respiratorio mitocondrial 1, lo cual provoca una re-
duccidn de la eficiencia de la produccion de ATP30,
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Conclusiones

Los resultados reportados en el presente trabajo muestran cam-
bios significativos en los niveles de expresion de los genes Bcl-
2y ABCBL, los cuales juegan un papel relevante en mecanis-
mos de muerte celular apoptdtica, pero también, en el caso de
este ultimo, de resistencia farmacoldgica. Dichos cambios ob-
servados con diferentes dosis de metformina (1-10 mM), mos-
traron significancia estadistica a 24 h de exposicion, lo cual su-
guiere que este farmaco puede tener potencial terapéutico en el
tratamiento de las leucemias. Evidencias de trabajos previos
han mostrados su potencial farmacolégico en el tratamiento del
sindrome de ovario poliquistico, pero también de algunos tipos
de céncer, ya que se ha descrito que este farmaco actlia como
inhibidor de la proteina anti apoptética MCL1 y tiene poder ci-
tostatico, de esta manera puede fortalecer también el efecto qui-
mioterapéutico. Adicionalmente, estudios previos, realizados
en células humanas de cancer de mamay osteosarcoma demos-
traron que la metformina induce la generacidn de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS), por lo que se considera que éste con-
tribuye con su efecto anti carcinogénico al promover la remo-
delacién redox. Ademas, se ha demostrado también que la met-
formina sensibiliza las lineas celulares de LMA a la citarabina,
lo cual tuvo un efecto inhibitorio en la proliferacion celular,
ademas que se redujo la fosforilacion oxidativa de estas lineas
celulares. Con base en lo anterior, los resultados obtenidos su-
gieren que la metformina tiene un efecto regulador negativo so-
bre la expresion de los genes BCL-2 y ABCBL; no obstante, es
necesario realizar mas estudios que incluyan otras concentra-
ciones y tiempos de exposicion, asi como otros modelos celu-
lares, incluso modelos in vivo, ya que las evidencias actuales
sugieren que este farmaco puede ser utilizado para controlar y
erradicar el cancer.
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