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INTRODUCCION

Las leucemias agudas son un grupo de enfermedades malignas progresivas del sistema
hematopoyético, caracterizadas por la presencia de un gran nimero de células blancas
inmaduras en circulacién y en médula ésea. Los leucocitos inmaduros infiltran diferentes
6rganos como son bazo, higado y ganglios linfaticos principalmente, causando citopenias

severas y cuadros clinicos caracterizados por anemia, hemorragias, fiebres, infecciones, etc.

El uso de farmacos quimioterapéuticos en el tratamiento de leucemia ha sido obstaculizado
por el surgimiento de células resistentes a los mismos, Esta resistencia se asocia con la
sobreexpresion de un gen lamado de resistencia muitiple a farmacos (MDR-1 multidrug
resistance) el cual codifica para una proteina de membrana llamada glucoproteina-P, que
actia como una bomba de efiujo dependiente de ATP, transportando gran nimero de
compuestos organicos aparentemente no relacionados entre sl ni funcional, ni

estructuralmente.

De tal forma que el desarrollo de resistencia de las células tumorales frente a fdrmacos
citotdxicos, es considerada una de las principales causas del fracaso de 1a quimioterapia

clinica contra el cancer.



OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo, es realizar una revisién de la literatura sobre el
mecanismo de resistencia multiple a farmacos mediado por glucoproteina-P asociado a
leucemia aguda.



LEUCEMIAS AGUDAS




ANTECEDENTES

La leucemia es reconocida como una entidad en 1845 por Craigie y Bennett y en 1846 por
Virchow, quien propone el nombre de sangre blanca o leucemia en 1847, distinguiendo dos

formas posteriormente, una caracterizada por esplenomegalia y otra por linfadenopatia.

La leucemia rdpidamente progresiva o leucemia aguda fue reportada por primera vez por
Friedreich y la primera descripcién de jos sintomas asociados fueron reportadas por Ebstein
en 1899 y fue unicamente después del advenimiento del método de Erlich’s para tincién de
células sanguineas, cuando tipos especificos de leucocitos son asociados con diferentes

patrones clinicos.

La palabra leucemia significa "sangre blanca" y el término "aguda" se conserva en la
actualidad por razones histdricas. Antaiio los pacientes con leucemias "agudas” vivian
menos que aquellos que con leucemias "crénicas”, situacién que ha cambiado merced al

empleo de tratamientos cada vez mds eficaces (1,2,36).

1.1 DEFINICION.

Las leucemlas agudas son padecimientos que se caracterizan por la proliferacién neopldsica
y acumulacién de células hematopoyéticas inmaduras en la médula ésea, que invaden a

todo el organismo (3).



1.2 ETIOLOGIA.

Las causas de leucemia aguda alin son desconocidas, no obstante se conocen algunos

factores implicados en la etiologfa de este padecimiento :

* Susceptibilidad genética

Algunos factores hereditarios y material genético anormal tienen efecto leucemogénico
importante, principalmente en nifios, algunos de ellos relacionados con algunas formas de

inmunodeficiencias o sindromes de inestabilidad de cromosomas.

Generalmente los desordenes neopldsicos ocurren en el sistema linfoide y se manifiestan
después como leucemia linfobldstica aguda o linfoma. Se sabe que algunas personas con
anormalidades genéticas relacionadas con cariotipos anormales, como ocurre en los casos
de sindrome de Down, sindrome de Klinefelter, sindrome de Wiskott-Aldrich y anemia de

Fanconi presentan un riesgo muy elevado de desarrollar leucemia aguda (3,4},

* Mutacion somética

La mutacidn de células somaticas es un cambio que se adquiere en el material genético de
las células que no intervienen en la reproduccidn, por lo que el desempeio de un papel en
la leucemogénesis por este proceso, puede explicar la accién de la radiacién y fdrmacos
quimioterapéuticos en leucemia aguda, dado que son capaces de producir mutaciones

cromosdmilcas (3,4).



* Oncogenes

Se sabe que los elementos transformadores de retrovirus oncogénicos son de hecho genes
normales celulares que han sido aiterados y selecionados por su habilidad para inducir
tumores. El nimero de oncogenes secuenciados ha proliferado en més de sesenta y se ha
acumulado suficiente informacién para realizar una clasificacidn razonable basada en su

localizacién y la posible funcién en 13 célula normal.

Desde la perspectiva de !a genética cldsica los oncogenes pueden actuar de manera
dominante, activamente influyendo sobre pasos regulatorios, o de manera recesiva

apareciendo para neutralizar la accién de los inhibidores de crecimiento.

El potencial oncogénico es el resultado de cambios estructurales o cuantitativos er 'os
productos de proteinas que son capaces de actuar mas alld de los limites de las funciones

normales en la célula (1).

La activacion de oncogenes celulares ha sido descrita por diferentes mecanismos,
incluyendo cambios en la estructura (mutaciones puntuales, deleciones e inserciones),

amplificacién de genes, translocacién cromosomal y otros.

En leucemia mielobléstica aguda la alteracién mdas comuin es la mutacién puntual, que
involucra predominantemente genes de la familia ras. En algunos casos Myc y myb son

también amplificados en estas lineas celulares.

El papel que juegan los oncogenas en la patogénesis de leucemia estd definido, pero son
necesarios otros datos para el establecimiento de su evolucién en el diagnéstico, pronéstico
y tratamiento.,



* Virus

Se sabe que los retrovirus, virus que contienen en su genoma a la enzima transcriptasa
inversa que Ies permite producir una copia de ADN a partir del ARN viral, pueden causar

leucemia aguda en animales de laboratorio, ya sean ratones y esporddicamente en gatos.

Cuando el virus oncogénico o retrovirus infecta a la célula, su genoma cifrado en ARN se
convierte en ADN por accidn de la enzima transcriptasa inversa, el ADN viral se integra al
ADN cromosdmico de la célula huésped y la informacién genética viral es transcrita a
ARNm, con lo cual la célula sintetizard protelnas virales, Dentro de estas proteinas se

encontrard la codificada por el oncogen viral.

Esta proteina es una fosfocinasa que afiade grupos fosfato a otras proteinas y por lo mismo
esté relacionada con los mecanismos de control metabdlico, con lo cual puede ocurrir que
mediante la fosforilacién la cinasa del oncogén viral aitere el comportamiento y el
crecimiento de las células, por lo que se dice que esta situacién puede conducir a un
rompimiento de la regulacién celular normai ejercida sobre la expresién de la informacién

genética (3,5,6).

En el caso de las leucemias en humanos se ha demostrado la etiologia viral con el
conocimiento de los virus T de leucemia humana (HTLV) HTLV-l y HTLV-Il que tienen

algunas semejanzas con el virus del HIV, agente causal del SIDA (36).



* Disfuncién Inmunolégica

Se sabe de una mayor frecuencia de leucemia en personas con transtornos inmunoldgicos
ya sean congénitos o adquiridos, tales como el sindrome de Wiskott-Aldrich,
agamaglobulinemia ligada a X de Bruton y ataxia-telangectasia. Asl mismo se ha

observado una relacién entre el tratamiento prolongado en pacientes con inmunodepresores
y leucemia, posiblemente porque la perturbacién del sistema de autovigilanciainmunolégica
mediada por células y/o una produccién deficiente de anticuerpos, conduzca ala produccién

y supervivencia de células malignas (3,5).

* Desordenes Hematolégicos

Pacientes con desordenes hematolégicos, incluyendo anemia siderobldstica, mielofibrosis,
hemoglobinuria paroxistica nocturna, policitemia vera y posiblemente anemia apldsica tienen

un riesgo elevado de desarrollar leucemia aguda (4).

Precisamente como la mayor frecuencia de leucemia aguda se encuentra en pacientes con
estos transtornos, se ha empleado el término de preleucemia, caracterizado por citopenias

multiples y anormalidades cromosdémicas.



* Toxinas del medio ambiente (Benceno)

Entre los solventes relacionados con leucemia se encuentra el benceno. Desde los inicios
de los afios sesentas, e! uso de adhesivos usados en factorias fue modificado por sus altas
concentraciones en benceno. Algunos afios después el benceno fue reemplazado por

diferentes solventes disminuyendao las concentraciones ambientales.

Et bencena es un producto natural, volatil, que se encuentra en el medio ambiente y también
como producto principal solvente en muchos procesos industriales. Se absorbe
completamente por {os pulmones y la piel, por ser altamente lipofilico se acumula en la

grasa corporal y el tejido nervioso.

Las secuelas toxicas estan relacionadas con la dosis y l0s niveles se asocian con unriesgo

leucemogénico elevado.

La hipdtesis ha sido propuesta tomando en cuenta, que la médula 6sea por sf sola juega un
papel de, formadora de productos leucemogénicos. El benceno es metabolizado por los
citocromos en e! higado formando intermediarios como la hidroquinona, que se concentra
en la grasa de médula 6sea y eventualmente es convertida a agentes mutagénicos por

enzimas como mieloperoxidasa, peroxidasa y prostaglandinas.

La hematoxicidad de! benceno se ha repraducido en modelos murinos diseiiados para
simutar las condiciones de exposicidn ocupacional por inhalacidn intermitente. Se observa
que el agente activo no es el benceno por sf solo pero sl uno de sus metabolitos, a través
de una serie de reacciones en el higado, formando benzoquinona y trans-trans

muconaldehido los cuales son agentes tdxicos para la médula dsea de ratén,
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En animales tratados con benceno se lleva a cabo la formacién de derivados que
predispanen mutaciones a nivel de ADN, pasiblemente por su habilidad para alquilar dcidos
nucleicos, estos productos activos son mutagénicos directamente en bacterias, hamster y

células humanas.
Existe asociacién entre leucemia aguda con la exposicion a pesticidas y en algunos casos

se aumenta su incidencia por riesgo ocupacional que involucra el uso de ciertos quimicos

orgédnicos volétiles {3).

* Radiacién ionizante

Se ha establecido una relacion-entre la radiacion ionizante y cdncer humano, es decir
pérticulas de baja frecuencia penetran en el tejido generando ionizaciones secundarias,

incluyendo neutranes, particulas aifa, rayos X y rayos gama.

Las ondas de baja frecuencia tienen ambas compaonentes electrénicos y magnéticas con

diferente capacidad de penetracion y usualmente no generan iénes en la célula.

De los estudios de los efectos biolégicos la radiacién ionizante ha sido dividida en :

a) Particulas con transferencia de aita energia lineal {LET), las cuales no penetran

profundamente en el tejido pero producen altas concentraciones de iones y radicales,

b) Ondas de baja LET (rayos gama y rayos x) las cuales penetran méas profundamente

pero transfieren menos energia.



"

Estos diferentes tipos de radiacién inducen tumores y leucemias, de tal forma que pacientes
alos cuales se aplica radioterapia anquilosante y radiélogos, asi como personas expuestas
a elevadas dosis de radiacién han incrementado la incidencia de leucemia. En Gtero la

exposicién a radiacién resulta también leucemogénica (3,7).

* Factores diversos

Muchas otras situaciones han sido reportadas para aumentar el riesgo de leucemogénesis
pero es necesario confirmarlas para juzgar su validez. Se ha encontrado una posible relacién
entre los habitos de medicacidn, asl como el uso de alcaloides de ia madre durante el
embarazo revelando un incremento de once veces la tendencia a tener leucemia aguda en

los nifios de los tres a los ocho afios de vida.

Algunos casos revisados de leucemia en pacientes con colitis ulcerativa mueren por
tratamientos fallidos, asf como breves reportes que llaman la atencidn por la posiblidad de
aumentar el riesgo de leucemogénesis en nifios que reciben inyecciones de 1a hormona de

crecimiento, se sabe también que el cloramfenicol puede causar leucemia aguda (3,7).

1.3 FISIOPATOLOGIA.

La leucemia aguda estd caracterizada por la proliferacién y acumulacion de leucocitos
inmaduros, acompaiada de un debilitamiento de la hematopoyesis normal. Una explicacién
para el debilitamiento de la hematopoyesis de la médula ésea incluye una deficiencia
primaria en las células stem normales y regulacién anormal de la mielopoyesis por factores

humorales o inhibicién de las céluias stem normales por células leucémicas o sus productos.
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Algunos datos de pacientes con leucemia aguda mieloblastica indican que existe clonalidad

de precursores de células rojas y plaquetas, seguido de un evento leucemogénico en una

diferenciacién de células stem.

Las manifestacianes fisiopatoldgicas de la leucemia aguda son:

1.-

Anormalidades que caracterizan a la célula leiicémica, que incluyen, origen clonal,
proliferacién, citogenética, anormalidades morfoldgicas, falta de diferenciacion,

marcadores especificos y diferencias bioquimicas con respecto a las células narmales.

Cambios que ocurren en las células normales en respuesta al proceso leucémico,
tales camo una disminucidn en la hematopoyesis de células stem y de células del

sistema inmune,

El efecto del proceso leucémico en la fisiologla del cuerpo, especialmente en |a falta
de hematopayesis, funcidn inmune, hemostasis, hemdlisis, hiperesplenismo,

hiperviscosidad y alteracién del metabalismo,

Debido a 13 Invasién de células leucémicas, ocurre finalmente la infiltracién de

6érganos e invasion del sistema nervioso central {1).

Se pensaba que la escasez en la produccién de células normales ta causaba la aglomeracién,

junto conla competencia por nutrientes esenclales, sin embargo estudios recientes sugleren

que las células precursoras normales se pueden inhibir en su proceso de proliferacion, en

forma directa o indirecta por un inhibidar humoral secretado por las células leucémicas,

siendo estas al parecer resistentes a esta substancia inhibidara, propiedad que les confiere

ventaja en la proliferacién.
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Se sabe también que alradedor de un 50% de individuos con leucemia, muestra un cariotipo
anormal adquirido en sus células hematopoyéticas, en tanto que otras células somdticas son

normales (5).

Se puede decir entonces que la enfermedad tiene su origen en el tejido hematopoyético de
la médula dsea, pero cuando progresa es posible encontrar células malignas infiltradas en

muchos drganos.

La célula blanco en la transformacién maligna puede ser ia célula precursora mieloide, o una
célula precursoramds madura, se hablard entonces de leucemia mielobldstica aguda (LMA),
en cambio si la alteracién ocurre en una sola célula precursora linfoide que da origen a una

clona de linfocitos malignos se hablara entonces de leucemia linfobldstica aguda (LLA).

De todo lo anterior se puede decir que la leucemia aguda puede tener diversos origenes.

1.4 DATOS CLINICOS.

Los signos y sintomas de presentacion de ieucemia aguda varfan.de acuerdo a la estirpe
celular involucrada en e! proceso, pero ambas se relacionan con la depresién de la
hematopoyesis normal, lo que produce en casi todos los pacientes palidez, fatiga, debilidad
por anemia, pérdida de peso, irritabilidad, anorexia, hematomas y hemorragias petequiales
causadas por trombocitopenia, ademds de dolor dseo generalizado, que se presenta con
mayor frecuencia en leucemia aguda mielobléstica y aparicién de infecciones variables como

consecuencia de ta disminucidn o ausencia de leucocitos ttiles (3,4).
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1.5 CLASIFICACION.

La clasificacién mds Gtil que puede efectuarse de la leucemia aguda, es la clasificacion MIC

{morfoldgica, inmunoldgica y citogenética).

La leucemia se ha dividido en dos subclases; mieloide y linfoide las cuales incluyen las
formas aguda y crénica. La razén para esta distincion estd basada en la dualidad de lineas
provenientes de células stem comunes en la médula ésea, que divergen y maduran por vias

separadas. -

Esta implicacién de los eventos leucemogénicos ocurre primero dentro de la célula
progenitora, pero sin haber disturbios en la progenie funcional, Al inicio esta nueva célula
tiene capacidad limitada para madurar, desde esta perspectiva existen diferentes tipos de

leucemias {3,36).

1.5.1 Clasificacion morfolégica de LLA y de LMA

La clasificacion morfoidgica de las leucemias agudas estd dada de acuerdo a los criterios
de la Frech-American-British (FAB) Cooperative Group, la cual se basa en la morfologia y
estirpe involucradas de las células.

* LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA)

La feucemia linfoblastica aguda es la enfermedad maligna mds comun en nifios, con una

incidencia mayor entre fos dos y los seis afios de edad. La FAB la ha clasificado en:



LA-L1:

LA-L2:

LA-L3:
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Linfoblastica tipica. Los linfoblastos son predominantemente pequeiios, con
cromatina nuclear fina y homogénea. El nicleo es redondo con hendiduras o
indentaciones ocasionales, el nucleolo es pequefio y en ocasiones ausente. El
citoplasma es escasamente baséfilo con una relacién nicleo: citoplasma,

grande, existen vacuolas citopldsmicas en ocasiones presentes.

Linfoblastica atipica. Los linfoblastos son grandes y heterogéneos, con una
relacidn nucleo: citoplasma mds baja que en L1. La forma del nticleo es
variable y las hendiduras ¢ indentaciones son comunes, 1a cromatina es poco
homogénea y es frecuente encontrar unc o mas nucleolos distintos, el
citoplasma es méas basdfilo que en L1 y las vacuolas citopldsmicas estan
presentes con mayor frecuencia.

Parecida a linfoma. Los linfoblastos son grandes y homogéneos, con una
relacion nicleo: citoplasrna, elevada. La forma nuclear es regular, usualmente
oval o redonda sin indentaciones o hendiduras. La cromatina nuclear es fina
y homogénea con nucleolos vesiculares prominentes. El citoplasma es muy
basdfilo y usualmente existe un gran nuimero de vacuclas citopldsmicas

presentes,

Linfoma linfoblastico. Se trata de un cuarto tipo de feucemia linfobldstica que se desarrolla

en pacientes con linfoma linfobldstico pobremente diferenciado. Estos pacientes son

frecuentemente mujeres adolescentes, quienes presentan elevadas cuentas de blastos y

masa mediastinal con alta incidencia en sistema nervioso central (SNC). Algunos pacientes

desarrollan fase leucémica. Los linfoblastos son de tamafo medio con nicleo grande

convolutado o cerebriforme. Para algunos investigadores se trata de una variante de L2,
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Las células L1 se encuentran predominantemente en nifios, mientras que en las aduitos
predominan tanta L1 como L2 con un pequefio predominio de L2. De tal forma que L3

-

representala minarfa de las casas y es considerada leucemia linfobldstica aguda tipo Burkitt.

* LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA (LMA)

Las leucemias mielobldsticas agudas se han dividido en seis grupos de acuerdo a la

clasificacién marfalégica realizada por la FAB.

Tres grupos (M1, M2 y M3) estédn caracterizados por su morfologfa granulacitica, dos
formas (M4 y M8&) por morfolagia monocitica, una forma (M6) de leucemia eritraciticay una

forma (M?7) megacariobléstica.

LA-M1: Mielobléstica inmadura. En esta forma de leucemia existe una evidencia
minima de diferenciacién granuiocitica y de faita de maduracion, Por medio de
estudias de citoquimica se ha diferenciado este tipo de feucemia con L2, con
mieloperoxidasa se encuentran presentes monocitas y granulocitos, pero no

linfocitos.

LA-M2: Mielobl4stica madura. Existe una clara evidencia de maduracién dentro de los
estadfos de promielacitico y mielocitico. M2 representa dei 20 al 30 % de los

casos de leucemia mieloblédstica aguda.
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Promielocitica hipergranular. Esta variante esta caracterizada por promielocitos
hipergranulares y estd asociada con un incremento en la incidencia de
coagulacién intravascular diseminada (CID), por lo que se requiere de
heparinizacién profildctica antes del inicio de la quimioterapia citotéxica.

Representa el 5% de los casos de leucemia mielobidstica aguda,

Mielomonobldstica. Este subtipo presenta blastos heterogéneos,
principalmente de granulocitos y monocitos, con predominancia de monocitos
en sangre periférica y de granulocitos en médula ésea. Representa de! 30 al

40 % de los casos de leucemia mieloblastica.

Monobléstica pura. Se han distinguido dos formas de leucemia monobldstica,
una de ellas caracterizada por la proliferacién homogénea de monoblastos' y la
otra por que muchas de estas células presentan un grado de maduracién
menor al de promonocito. Esta leucemia manobldstica se ha distinguido de

leucemia granulocitica por la presencia de esterasa no especifica.

Eritroleucemia. En la eritroleucemia existe predominancia de eritroblastos en
médula dsea. Es necesario distinguir entre eritroleucemia y sindromes
mielodisplasicos, tal es el caso de anemia sideroblastica refractaria idiopética.

E} 30% de células no eritroides de médula 6sea son blastos.

Megacariobldstica. La médula dsea presenta mds del 30% de blastos que son
identificados como megacarioblastos por su reactividad con peroxidasa de

plaquetas o anticuerpos plaqueta-especificos (2,3).
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1.5.2 Clasificacion inmunolbgica de LLA y LMA

Los marcadores inmunoldgicos, al identificar las células a través de sus caracter{sticas

antigénicas, han permitido en el estudio de células hematopeyéticas:

a} Reconocer estirpes mediante métodos morfoldgicos y citoquimicos
convencionales.

b} Establecer subgrupos inmunoldgicos en poblaciones celulares normales y en
su contraparte leucémicas.

c) Definir poblaciones celulares con propiedades bioldgicas especificas.
Por lo tanto, mediante los métodos inmunoidgicos es posible reconocer antfgenos (Ag) en
la membrana celular, algunos de los cuales son especificos para diferentes poblaciones de
células (36).
De tal forma que la leucemia aguda se clasifica inmunoldgicamente en:

1) leucemia linfobldstica aguda de células T.

Los perfiles de los marcadores inmunoglobulinicos pueden corresponder a los hallados en

los estadios precoces o tardios del proceso timico de las células T.
2) Leucemia de células con signos crecientes de diferenciacién hacia células B.
i.- Leucemia de células jovenes destinadas a la linea B

ji.~ Leucemia linfoblastica comun

iii.- Leucemia de células pre-B
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De tal forma que se han disefiado técnicas sofisticadas para subclasificar estos fenotipos
inmunoldgicos mds precisamente, de esta forma se han elaborado anticuerpos monoclonales
para subdividir los tipos de LLA, los cuales son; los marcadores para células T y los

marcadores para las células B.

I.- Marcadores de las células T

1.- Para antigenos que aparecen precozmente en la diferenciacién timica de las células T,

CD1 Seiiala una molécula superficial que aparece mas tarde en el procesado timico en
forma de reordenamiento de genes, para el comienzo de las cadenas de los

.

receptores antigénicos de las células T. Ausente en las células T maduras.
CD2 Senala el receptor para las células de carnero, que se sabe funciona fisiologicamente

como receptor independiente del antigeno, necesario para iniciar la activacién y la

division de las células durante las primeras etapas de la diferenciacién timica.

2.- Para los componentes del complejo receptor antigénico de las células T,

CD3 Sefala un componente del receptor antigénico de las células T formado en una fase

mds tardia dei procesado timico y estd presente en las células T maduras,
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CD4 Sefala un componente del receptor antigénico de las células T que permite a estas
reconocer los determinantes MHC clase I, hallado habitualmente en las células T
cooperadoras.

CD8 Sefiala un componente del receptaor antigénico de las células T que permite a estas
reconocer los determinantes MHC clase |, halladas en las células T citotdxicas.

il.- Marcadores de las células B

1.- Para la identificacién de células en diferentes estadfos de la diferenciacién celuiar B.

CD10 (CALLA) Recanoce un antfgena de superficie hallada en la forma comuin de LLA,

CcD24 Reconoce un segundo antigeno superficial hallado en la forma comdin
de LLA.
€D19 Recanoce un antigeno hallado en las células B, tanto en las farmas

jovenes coma en las diferenciadas.

cD20 Reconoce un segundo antigena hallade en las formas jdvenes y

diferenciadas.
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2.- Para identificar la presencia de inmunoglobulina en las células B o sobre ellas.

ANTI SIG Anticuerpo que reconoce la inmunoglobulina policlonal de superficie y
que por lo tanto tifie todas las células B, independientemente del tipo

de cadena de la inmunoglabulina superficial.

ANTICADENA K Anticuerpo que reconoce solo las cadenas ligeras Kappa de la
inmunoglobulina, Util por consiguiente para reconocer una proliferacién

monoclonal.

ANTICADENA U Anticuerpo que reconoce la cadena pesada de la IgM, atil para
reconocer el comienzo de la formaciéon de inmunoglobulina en el

citoplasma de las células B en diferenciacién (8,9,36).

Para LAM existen también una serie de marcadores celulares Utiles, entre los que se
encuentran CD13, CD14, CD15, CD33, CD41. Con la utilizacion de combinaciones de
anticuerpos monoclonales ha sido posible distinguir entre uno y otro tipo de leucemias en

mas de un 95% de los casos (7).

1.5.3 Clasificacién citogenética de LLA y LMA

Enmuchos casos de LA se encuentran alteraciones cromosémicas, en LMA ocurren en més
del 50% de los pacientes. Se han encontrado algunas correlaciones entre las anomalias

cromosdmicas y el tipo de leucemia aguda.
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De las alteraciones Unicas en LMA, puéden sefialarse: t(4:11)(q21;23) en LA-M4,
t(8;21)(q22.1;-922.3) en LA-M2, t(15;17)(q22;911.2) en LA-M3.

Se sabe que {a respuesta al tratamiento es mejor en sujetos que no presentan alteraciones
cromosdmicas e incluso se ha definido una clasificacién de LMA por riesgos, a partir de los
transtornos genéticos, lo que permite predecir [a posibilidad de lograr remisién completa del

padecimiento, duracién de la misma y supervivencia.

En LLA, la alteracién cromosdmica mds frecuente, es el cromosoma Filadelfia: t(9q +;22q-)
(q34.1;911.2), que produce un gen quimérico llamado BCR/ABL (breakpoint cluster region/
A belson) que codifica la sintesis de protefnas p190 de LLA y p210 de leucemia mieloide
crénica, ambas con funcidn de cinasa de tirosina. El cromosoma Filadelfia aparece en 2%
de los enfermos de LLA infantil, e incluso en el 25% de los casos de adultos; su presencia

se ha asociado con prondstico sombrio (36).
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1.6 DIAGNOSTICO.

Es importante distinguir entre LMA y LLA por las diferenclas en el prondstico y la terapia,
por estudios morfolégicos e histoquimicos se han llegado a diagnésticos correctos, sin
embargo, la distincién entre variantes inmaduras de leucemias mieloides y linfoides es un

tanto dificil.

Para la realizacidn de un diagndstico preciso se toman en cuenta:

a) Hallazgos clinicos

b} Hallazgos de laboratorio

a).- Hallazgos clinicos

Los hallazgos clinicos resultan de la infiltracién de tejidos normales por las células
leucémicas y por la falta de hematopoyesis normal. El sitio mas importante de infiltracién

por leucemia es la médula dsea. Los hallazgos clinicos encontrados son:

* Se presenta dolor dseo generalizado y principalmente en articulaciones, debido a un
incremento  en fa presidn intramedular y ocasionalmente se presenta

desmineralizacion, osteoclerdsis y lesiones osteoliticas.

* Hepatomegalls, esplenomegalia y crecimiento de ganglios linfaticos han sido
reportados en el 10-60 % de los pacientes. En LLA con frecuencia se genera

crecimiento del timo,
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* Dafio renal pravocado por la infiltracién de células leucémica al paréquima, ademas
de infecciones o hemorragias debido a la obstruccion mecdnica por crecimiento de

los ganglios linfaticos.

d Sfntomas gastrointestinales como distencidn, saciedad y constipacién debidos

principaimente a compresion por organomegalia,

hd Sistema nervioso central involucrado causando dolor de cabeza, cambios en el

estatus mental, diplopfa y papitedema.

* Petequias secundarias a trombocitopenia es la causa mas comun de lesiones en la
piel. La infiltracion de células leucémicas en piel ocurre en pacientes con leucemia

recurrente.

b).- Hallazgos de laboratorio

Se realiza aspirado de médula ¢sea empleando tinciones del tipo MayGrinwald-Giemsa,
Wright o Romanowsky; el cual tipicamente presenta hipercelularidad, destruccion de los
espacios acupados narmalmente por tejido graso y reduccién marcada de los elementos
hematopoyéticos normales. Los espacios medulares son infiltrados por blastos leucémicos
que en la mayorfa de los casgs son propiamente identificados pof sus caracteristicas

morfoldgicas y citogqufmicas.
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Observaciones en leucemia mieiobiastica aguda

Las células en LMA son usualmente grandes con relacidn nicleo: citoplasma baja, discreta
cromatina nuclear y nucleos prominentes y bilobulados. Presentan cuerpos de Auer en

menos del 10 % de los casos.

Observaciones en leucemia linfoblastica aguda

Los linfoblastos leucémicos varfan en tamano y forma, presentan una relacion nucleo:

citoplasma alta, uno o dos nucleos y no presentan cuerpos de Auer en su citoplasma (7).

1.7 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

El diagndéstico diferencial de leucemia aguda, rara vez es dificil, se. pueden encontrar
reacciones denominadas leucemoides e incluso presencia de células inmaduras en sangre

periférica en neoplasias de otro tipo, simulando LAM.

En ocasiones puede presentarse neutropenia inducida por farmacos téxicos e infecclones,

dando lugar a la desviacion de formas celulares jévenes.

Algunas enfermedades virales como la mononucleosis Infecciosa y otras, pueden simular
leucemia y mas cuando se acompaiian de purpura trombacitopénica o de anemia hemolitica
autoinmune. Deben tenerse en cuenta algunos casos de leucemia aguda hipocelular

diferencidndola de la anemia aplasica (27).
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1.8 TRATAMIENTO.

El tratamiento del cancer se ha basado en la idea de que debe ser una quimioterapia dirigida
contra las células cancerosas, en la cual se pueden presentar efectos contra las células

normales, pero estos deben ser tolerables y reversibles.

Las diferencias entre los tejidos normales y los cancerosos pueden ser pequeiias, ya que
muchos tejidos normales en clertos estadfos poseen gran capacidad de proliferacién que
compite y en algunos casos excede a la de los tejidos malignos, entre estos tejidos se
encuentran elementos de médula ésea, epitelio gastrointestinal y folfculos pilosos que son

los que reciben el impacto de los efectos téxicos de los fdrmacos durante el tratamiento.

1.8.1 Tratamiento del céncer en general

Los fadrmacos mds usados en la quimioterapia contra los diferentes tipos de cédnceres

pueden ser clasificados de la siguiente manera:

a.- Agentes antimetabolitos
b.- Agentes alquilantes

c.- Antibidticos antitumorales
d.- Alcaloides antitumorales

e.- Otros agentes antitumorales
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Las dos clases principales de compuestos citotéxicos que han probado ser iitiles en el

tratamiento contra el cdncer son:

1.- Aquellos que interfieren en la sintesis de precursores de ADN,

2.- Aquellos que interactian quimicamente con el ADN.

a.- Agentes antimetabolitos

Los antimetabolitos son compuestos que poseen una estructura molecular similar a aquella
que presentan los metabolitos normales de la célula con los cuales compiten, asf estos
compuestos son aceptados como sustratos a andlogos que intervienen en reacciones

bioguimicas vitales y de este modo interfieren con los procesos celulares.

Estos compuestos fueron introducidos por Feber y col. quienes demostraron en 1948 que
el andlogo del 4cido félico denominado aminopterina era (itil, en el tratamiento de leucemias

agudas.

Dentro de estos compuestos el més utilizado en LA es el metotrexato, el cual es un analogo
del acido fdlico que es transportado al interior de la célula, por medio de un acarreador
membranal encargado de la captacidn y transporte de laos folatos reducidos con actividad

fisioldgica.
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El metotrexato ejerce su efecto citotéxico al inhibir a la enzima dihidrofolato reductasa, la
cual es la enzima responsable del mantenimiento de la reserva intracelular de folatos en
estado reducido (forma activa) y a su vez, los tetrahidrofolatos funcionan como
acarreadores de grupos de un 4tomo de carbono para la sintesis de purinay timidilato. De
este modo se produce una acumulacién de folatos en estado oxidado (forma inactiva) y con

ello cesa la sintesis de ADN.

El metotrexato sufre una transformacién en las células cancerosas convirtiéndose en
poliglutamato de metotrexato el cual se une ala dihidrofolato reductasa con igual o mayor

afinidad que el metotrexato.

Después de eliminar el farmaco libre (metotrexato) los poliglutamatos son retenidos, por lo
que la formacién de estos puede ser determinante para la duracién del efecto del formaco
en las células malignas, ya que la muerte celular es proporcional a tiempo de exposicién del

farmaco, asf como a la dosis aplicada.

El grupo de los antimetabolitos esta constituido por los siguientes farmacos: metotrexato,

5-fluorouracilo, citidinarabindsido, 6-mercaptopurina, arabinofuranosiladenina.

b.- Agentas alquilantes

Entre los mds notables agentes que interacttian con el ADN se encuentran los fa&rmacos

conocidos como agentes alquilantes, denominados asi por su capacidad para formar enlaces

covalentes con los dcidos nucleicos.
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Los grupos alquilo se unen al ADN, interfieriéndo asi con su integridad y funcién.

La alquilacién trae como consecuencias la lectura incorrecta del cddigo genético durante la
sintesis de protefnas, asi como también una ruptura de cadenas simples de ADN que se dan
como consecuenciade los procesos enzimaticos de reparacion, ya que durante la reparacion
las bases alquiladas son escindidas por endonucleasas que abren especificamente el sitio
de alquilacion, la cual trae como consecuencia la inhibicién de fa sintesis de ADN, ARN y

proteinas,

Aunque los agentes alquilantes muestran un mecanismo de accidn comun, se presentan
grandes diferencias en sus caracteristicas de reactividad qufmica, liposolubilidad y
transporte a través de la membrana por lo que no es posible observar una resistencia

cruzada uniforme entre estos farmacos al ser utilizados en la quimioterapia.

Dentrao del grupo de los agentes alquilantes se encuentran los siguientes farmacos: mostaza

nitrogenada, ciclofosfamida, melfalan, clorambusil, busulfan, nitrosourea, cis-platino.

c.-Antibidticos antitumarales

Este grupo estd constituido por sustancias antimicrobianas que poseen actividad
antitumoral, las cuales han sido aisladas de algunos microorganismos que existen en la

naturaleza.
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El mecanismo de accién propuesto para los antibidticos antitumorales, es la unién del
farmaco al ADN al intercalarse en las bases nitrogenadas. Al unirse el formaco al ADN no
puede llevarse a cabo su replicacién a partir del lugar en que se halla presente el farmaco,

afectando a las células cancerosas dado que se estdn multilplicando.

El grupo de los antibidticos antitumorales lo constituyen: bleomicina, antraciclinas

(daunorubicina, doxorubicina), mitomicina C, mitramicina y adriamicina.
d.- Alcaloides antitumorales

Los alcaloides antitumorales son sustancias extraidas de la Vincarosea los cuales presentan
estructuras estrechamente relacionadas entre sf pero con acciones clfnica y tdéxica con

diferencias significativas.

La actividad citotéxica de los alcaloides de la vinca se debe a su capacidad para unirse a la
tubulina, cuya polimerizacién formala proteina microtubular que forma el huso a lo largo del

cual los cromosomas migran durante la mitosis.

Al unirse los alcaloldes a la tubulina, inhiben el proceso de ensamblaje de los microtubulos

con lo que no se logra la formacidn del huso y se inhibe la divisién celular.

Adicionalmente los microtUbulos juegan un papel importante en el mantenimiento de la
estructura celular, ya que forman el cltoesqueleto el cual confiere a las células su

configuracidn y forma caracter(sticas.

El grupo de los alcaloides antitumorales estd constituido por vincristina, vinblastina,

vindesina, epipodofilotoxinas VM26 y VP16.
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e.- Otros agentes antitumorales

Existen otros compuestos que son utilizados como agentes antitumorales, entre ellos se
encuentra la asparaginasa, que produce una carencia de asparagina necesaria para la
sintesis de protelnas en LLA, la cual origina la muerte de las células leucémicas, sin

embargo, este producto ha revelado ser hepato y neurotdéxico.

Asl mismo existen otros compuestos que presentan un mecanismo de accién poco
conocido, tal es el caso de la procarbacina la cual lleva a cabo la despolimerizacién del ADN

siendo un efecto que aldn no estd esclarecido (10).

1.8.2 Tratamiento para leucemia linfobldstica aguda (LLA)

El tratamiento para LLA se ha dividido en tres fases principalmente, las cuales son:

a.- Induccién de la remisién

b.- Profilaxis de sistema nervioso central

c.- Terapia post-remisién o de mantenimiento

a.- Induccién de la remisién

La induccion de la remision representa la primera y mas importante de las fases del

tratamiento, dado que estd relacionada con el rdpido restablecimiento normal de la médula

dsea y las funciones del cuerpo. Se sabe que es necesaria una remisién completa durante

las primeras ocho semanas del tratamiento para prolongar una sobrevida significativa.
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La quimioterapia de induccién de la remision tiene como primer objetivo, lograr una

reduccién rdpida de la masa celular leucémica y el restablecimiento de la hematopoyesis

normat.

Un segundo objetivo es reducir esta masa en la menor fraccién posible, tomando en cuenta

que {a enfermedad se ve influenciada por lo grave del tumor corporal.

El criterio para el estado de remisién incluye :

1.- - En médula 6sea menos del 5% de linfoblastos.
2.- La ausencia de linfoblastos en sangre periférica y la presencia de méas del 0.5x10
granulocitos / L y 75x10 ° plaquetas / L.

3.- Laausencia de hallazgos fisicos atribuibles a LLA.

En nifios con LLA los primeros estudios presentaron que una remisidn completa se realizaba
en un gran numero de pacientes con agentes Gnicos. Poco después se demostrd que la
combinacién de dos agentes ocasionaba una relacién aita de remisién completa,
especificamente con una combinacién de vincristina semanal y prednisona diaria, se ha

alcanzado la remisidn completa en el 85-95% de nifios con LLA.

La adicién de un tercer farmaco ya sea daunorubicina o L-asparaginasa incrementaron un

poco la relacion ya alta de remisién completa.
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La remisién completa es usualmente alcanzada en cuatro semanas, los pacientes adultos
con LLA tienen en general un pronéstico malo y la relacién de respuesta a un agente (nico
es consistentemente mé&s baja que la observada en nifios, una relacién de respuesta alta se
ha observado con la utilizacién de un agente (inico sea vincristina o prednisona con una

relacidn de remisién completa del 10-40%.

Combinaciones de quimioterapia con vincristina y prednisona en adultos, dan como
resultado relaciones de remisién completa de sélo el 50-60 % a diferencia de los casos de
LLA en nifios, que con un tercer farmaco alcanzaron rangos del 70-90% de remisién, sin
embargo, la duracién de remisién es mas corta en adultos que en nifos, usualmente tiene

una duracién de 12-24 meses.

b.- Profilaxis de sistema nervioso central (SNC).

La relacién de recafda de SNC (desarrollo clinico aparente de leucemia en SNC) como primer

sitio de recalda va del 33-67 % de los pacientes que no reciben terapia especifica para SNC.

El SNC es un santuario farmacolégico en el cual los linfoblastos pueden infiltrar, la barrera
sangre-cerebro previene efectivamente de los niveles de fdrmacos alcanzados en el
organismo, por lo que se ha hecho necesaria una terapia efectiva y directa contra la

leucemia de SNC.

Estudios iniciales con bajas dosis de radiacién craneo-espinal (500-1200 cgy) no resultaron
para prevenir larecaida de SNC, sin embargo, altas dosis de radiacién craneo-espinal { 2400
cgy) o radiacién craneo-aspinal y metotrexato intratecal mostraron una reduccién marcada

de recalda de SNC de menos del 5% de los pacientes,
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Por otro lado, los efectos de tas formas agresivas de profilaxis de SNC pueden ser muy
severas, tales como pardlisis transitoria, mielitis transversa, diacnoiditis quimica, sindrome

de somnolencia, vasculopatfa desmineralizante y leucoencefalopatia progresiva.

La combinacién de altas dosis de metotrexato semanal 140 mg / m?* o més y radiacién
craneal estdn asociadas con la elevada incidencia de encefalopatia, a targo plazo se ha
observado que los pacientes desarrolian calcificaciones intracerebrales ademas de que en
los nifios se ven afectadas las funciones intelectuales, presentando una declinacién del valor
del coeficlente intelectual comparado con nifos con otros cénceres los cuales no reciben
terapia de SNC, de tal forma que algunos estudios sugieren que el efecto es mas

pronunciado en nifos irradiados después de los 5 anos de edad.

Debido a tales efectos se ha buscado la posibilidad de disminuirtos, es decir hacer una
reduccién de la toxicidad de {a profitaxis sin comprometer la eficacia. De tal forma que el
uso de dosis intermedias 0 elevadas de metotrexato sistémico sugiere que es la forma de
terapia efectiva de profilaxis de SNC en nifios, mientras qua en adultos se aplica
metotrexato intracranealcono sin radiacion, Alternativamente quimioterapia intraventricular

y altas dosis sistémicas de metotexato han sido utilizadas para prevenir la recafda de SNC,

c.- Terapia post-remisién o de consolidacién

Agentes farmacolégicos Gnicos son utilizados para la continuacién de la terapia, 6-
mercaptopurina y metotrexato han sido utilizados, con duracién de remisién media de 7 y

10 meses respectivamente,
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Se ha demostrado que la adicién de un tercer farmaco como ciclofosfamida y un cuarto
farmaco como citarabina no aumentan el tiempo de recalda, en adultos la sobrevida media

con quimioterapia de mantenimiento es aproximadamente de 18-27 meses.

Algunos estudios usando farmacos adicionales durante el tratamiento de mantenimiento,
indican que se alcanza en el 20-35 % de los pacientes una sobrevida fibre de leucemia en

un periodo de 3-5 afios,
Suspensién de ia terapia

La duracidn dptima de la terapia de mantenimiento es poco conocida en nifios, se ha
observado que tanto 24 como 36 meses de tratamiento son igualmente efectivos, En
adultos la longitud de la terapia de mantenimiento es menos clara, un estudio sugiere que
un tratamiento intensivo por 6 meses resuita tan efectivo como 2 o 3 aflos de terapia, sin

embargo, otros estudios sugieren 3 afios de terapia de mantenimiento.
Tratamiento de enfermedad recurrente

La leucemia recurre principalmente en médula dsea, en ella se ha visto que
aproximadamente la mitad de los casos estd asociada con un mal prondstico y ocurre

principalmente en pacientes que reciben profilaxis inadecuada de SNC .

La recaida gonadal se ha prevenido con radiacién profildctica, pero este tratamiento no
afecta la sobrevida del paciente y si puede causar esterilidad permanente. La recaida
primaria de testiculo es un signo de enfermedad resistente a farmacos con resultados

clinicos muy pobres.
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Terapias bioldgicas

Recientemente el uso de sergterapia con anticuerpos anti-LLA ha llevado a un decremento
transitorio ent la cuenta de blastaos. Ahticuerpos monaclonales han sido conjugados con
toxinas o con radioisGtopos para mejorar su respuesta terapéutica, Estudios utilizando
interferén de leucocitos humanas seguido de transplante de médula dsea en pacientes con
LLA sugiere un decremento en la recalda leucémica pero no representa una mejoria en la

sobrevida.

1.8.3 Tratamiento de leucemia mielobldstica aguda (LMA)

El tratamiento de LMA se ha divido en dos fases :

a.- Induccidn de la remisidn

b.- Terapia post-remisién

Las cuales incluyen terapias de consalidacién, intensificacion y mantenimiento,

8- Induccién de la remisién

Muchaos regimenes de induccién de la remisién combinan citarabina y antraciclinas, en otros
casos se utilizan citarabina 100-200 mg/m? por dfa durante 7 dfas combinada con

daunorubicina en dosis de 30-70 mg/m? por dia.
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Los pacientes en quienes uno 0 dos cursos de quimioterapia de induccién fallan para
alcanzar una remisién completa tienen un mal prondstico. Aproximadamente la mitad de los
pacientes que no responden al tratamiento presentan leucemia residual resistente y la otra

mitad del fallo de tratamiento puede ser debida a infecciones o toxicidad a la quimioterapia.

Daunorubicina es preferida a doxorubicina en la induccidn debido a que estd asociada con
menos toxicidad, Algunos grupos de pacientes requieren de atencldn especifica durante el
tratamiento de induccidn tal es el caso de pacientes mayores de 60 afios de edad, los
cuales presentan una relacidn de remisidn baja pareciendo estar relacionada a presentar un
alto riesgo de infecciones y toxicidad. La terapia de induccién produce respuesta en méas
del 60% de aldultos y més del 75% en nifios con LMA,

b.- Quimioterapia post-remisién,

1.-Consolidaciéon o intensificacidn primaria.
Se refiere a uno o mds cursos de terapia administrados después de alcanzar la

remisién y muy frecuentemente esto produce mielosupresién severa,

2.- Intensificacién tardia.
Involucra uno 0 mds cursos de quimioterapia intensiva administrada de 6-12 meses

o0 mas después de haber alcanzado Ia remisién,

3.- Quimioterapia de mantenimiento.
Generalmente consiste en cursos frecuentes de bajas dosis de quimioterapia,

administrada durante algunos meses o afios.
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4.- Quimioterapia de mantenimiento intensiva.

Involucra la aplicacién intermitente de cursos repetidos de quimioterapia intensiva.

La eficacia de estas terapias se refleja en duraciones de remisién prolongadas y prevencién
de recaldas, la duracién media de la remisién va de 1-2 afios con una proporcién de § afios
de sobrevida libre de leucemia vy las respuestas han variado en el 15-35% en adultos y del

35-75% en nifios.

Agentes de diferenciacion

Un tratamliento innovador consiste en inducir la maduracién de células leucémicas. Diversos
agentes pueden inducir a estas células para diferenciarsein vitro, los cuales incluyen ésteres
de forbol, dimetilsulfdxido (DMSQ) y retinoides, bajas dosis de fa&rmacos quimioterapéuticos
son buenos inductores de diferenciacion celular tal es el caso de la citarabina, sin embargo,
en muchos pacientes también actia por medio de un efecto citotdxico produciendo una

médula 6sea hipocelular después de 2 o 3 semanas de tratamiento.

Inmunoterapia y modificadores de raspuesta bioldgicos

En algunos estudios se han utilizado adyuvantes inmunes no especificos, como es el caso

del bacilo de Calmette-Guerin {(BCG), Corynebacterium parvum u utros solos o combinados,

con irradiacion o modificadores quimicos autélogos o células de leucemia halogénica. Estas
formas de inmunoterapia con o sin quimioterapia de mantenimiento han fallado

generalmente para prolongar la remision.
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De la misma forma se han probado interferén alfa de leucocitos humanos e interferén alfa
recombinante sin presentar una actividad convincente, Anticuerpos monoclonales han sido
utilizados con reduccién transitoria de células leucémicas en circulacién causando un efecto

muy pequeiio en médula 6sea, sin notar una remisién completa.

Tratamiento de sistema nervioso central (SNC)

EI SNC se involucra en LMA debido a la infiltracion de células leucémicas en las meninges
causando masas tumorales intracerebrales (cloromas) en el 5-10% de los pacientes por lo
que la terapia profildctica para SNC generalimente no esté indicada, soiamente en aquellos

casos de pacientes con cuentas leucocitarias muy altas.

Tratamiento en la recaida de LMA

El tratamiento en la recalda de SNC usualmente emplea citarabina Intratecal y/o metotrexato
solo o combinado con radiacidnintracraneal. La quimioterapia con miltiples agentes ha sido
evaluada en pacientes con LMA avanzada, estos regimenes incluyen altas dosis de

citarablna combinada con amsacrina, doxorubicina, 5-azacitidina o mitoxantrona (7).
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1.9 LEUCEMIAS AGUDAS Y RESISTENCIA MULTIPLE.

En estudios con células leucémicas colectadas antes y después del tratamiento se encontrd
alteracion en la expresién de genes a) mdr-1 (gp-P), b) mrp {resistencia a multiples farmacos
relacionado a proteinas) y ¢} isoformas de topoisomerasa Il alfa y beta. Los cuales estén
asociados directamente con la resistencia celular a multiples fdrmacos, por lo que se dice
que existen por lo menos estos tres mecanismos diferentes como responsables de la falta
de respuesta a {a quimioterapia en leucemias linfobldstica aguda y leucemia mielocitica
crénica (34).

Sin embargo, de los mecanismos de resistencia a muitiples fdrmacos el tnico que se ha
involucrado especialmente en el desarrollo de resistencia en enfermedades hematoldgicas
malignas como son leucemia linfobléstica aguda, leucemia mieloblédstica aguda, linfoma No-
Hoodking y mielomas mudiltiples, es el mecanismo relacionado con la sobreexpresion del gen
MDR-1 que codifica para una glucoproteina de superficie celular denominada glucoproteina-
P, dado que en la mayoria de los casos estudiados de este tipo de padecimientos,
particularmente las leucemias agudas, se encuentran elevados los niveles de esta
glucoproteina después de ser tratadas con quimioterapia, en especial con los farmacos
involucrados en el fenotipo mdr, probablemente por seleccién o preexistencia de células

malignas que expresan glucoproteina-P {35},

En las leucemias agudas los regimenes de induccién y algunos protocolos de quimioterapia
utilizan frecuentemente agentes antitumorales que comprenden el fenotipo de resistencia
multiple a farmacos, por lo que se hace importante el andlisis de pacientes con leucemia,
antes y después de su tratamiento para observar si se presenta la sobreexpresién o
amplificacién del gen capaz de conferir resistencia, debido a la posibilidad de desarrollar por

estos mecanismos resistencia clinica a estos agentes.
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Estudios recientes en pacientes con leucemia linfoblastica aguda y leucemia mielobléstica
aguda han presentado que la expresion del gen MDR-1 fue detectada en el 19% de los
pacientes con leucemia aguda de novo y el 50% de los pacientes después de la recaida,
siendo la relacion de remisidn completa del 67 % en pacientes con expresion de! gen MDR-1

no detectable o minima, contra el 29% en pacientes con elevados niveles de expresién(32),

Ademads de que se ha observado que los pacientes que expresan el gen MDR-1 presentan
una sobrevivencia significativamente mds corta comparada con aquelios pacientes quienes
no presentan este fenotipo, de igual forma que se ve incrementado el riesgo de recalda
primaria en tiempos muy breves de tratamiento. Por lo que se dice gque la expresion de este

gen también estd asociado con un pobre prondstico {33).



RESISTENCIA MULTIPLE A FARMACOS
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2.- RESISTENCIA MULTIPLE A FARMACOS (MDR multidrug resistance).

Aunque el cdncer es més antiguo que el conocimiento que se tiene sobre su origen y
desarrolio mucho se ha avanzado en el descubrimiento de ios mecanismos invoiucrados en
su formacién, asi como de los factores que io predisponen y de algunos de los genes que
participan en el proceso, sin embargo, gran parte del comportamiento de la céluia tumoral
atin permanece obscuro y las estrategias terapéuticas utilizadas para combatirio en

ocasiones resultan poco eficaces.

En ef tratamiento contra ¢l cdncer, la quimioterapia es una de las formas més utilizadas y
desafortunadamente no ha alcanzado grandes éxitos en algunos tumores. De tal forma, gque
existen algunos tumores en los que generalmente se obtiene una buena respuesta al inicio
de la quimioterapia, sin embargo, cuando recurren comunmente se vuelven resistentes a los
agentes antineopldsicos al tal grado, que causan irremediablemente la muerte de los
pacientes, Es asl, que uno de los principales problemas a los que se enfrenta el médico con

ia aplicacidn de los farmacos antineopldsicos es la resistencia clinica.

La falla en la respuesta a la quimioterapia puede estar relacionada con diversos factores que
deben tomarse en cuenta, antes de escoger o cambiar la estrategia terapéutica. Algunos de

estos factores son:

a.- Eventos farmacocinéticos.

b.- Biologfa y el tipo de tumor.

C.- Respuesta intrinseca del paciente.

d.-  Ubicacion del tumor en sitios inaccesibles a los fdrmacos.

e.- Resistencia celular a los farmacos.
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Aparentemente, la resistencia celular es el obstdculo mds importante para un tratamiento

exitoso contra el cdncer,

2.1 DEFINICION,

Se define como resistencia multiple a farmacos o0 MDR { multidrug resistance) a la capacidad
que presentan las células tumorales, después de haber sido expuestas a un solo farmaco,
de desarrollar resistencia a un amplio rango de fdrmacos no relacionados ni funcional, ni

estructuraimente.

La resistencia celular a farmacos puede considerarse desde dos puntos de vista: el primero
es la resistencia de novo o primaria que describe a una célula neopldsica que
intrinsecamente es refractaria la quimioterapia, mientras que en el segundo la resistencia
se desarrolla como resultado de una exposicion previa al agente citotoxico, lo que se

considera como una resistencia adquirida.

En cuanto a la resistencia adquirida se sabe que la célula tumoral desarrolla distintos
mecanismos como resultado de una continua exposicién al farmaco. Algunos de estos
mecanismos incluyen: alteraciones en el transporte de farmacos (hacia el exterior o hacia
el interior de la célula), alteraciones en la permeabilidad del membrana, cambios en la
cinética de enzimas blanco, amplificacion génica de las enzimas y sustratos y cambios en

la susceptibilidad al dafio producido por fos farmacos (16).
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2.2 FENOTIPO DE RESISTENCIA MULTIPLE.

2.2.1 Respuesta celular alterada para tarmacos.

E! distintivo del fenotipo de resistencia multiple es la resistencia cruzada para multiples

compuestos no relacionados entre sf, ya sea en estructura, bianco celular o modo de accién.

Los compuestos involucrados en este fenotipo son tfpicamente plantas alcaloides vy
antibidticos de origen bacteriano o de origen fungal, siendo que sus mecanismos de accién
citotéxicos varian. También se ha reportado este fenotipo para agentes alquilantes y

antimetabolitos en algunos casos.

Se ha observado que este fenotipo esta presente en lineas celulares de hamster, ratén y
humano, principalmente, seleccionadas por presentar resistencia para coichicina, vincristina,

vinblastina, daunorubicina, adriamicina y actinomicina D.

En algunas lineas celulares la resistencia muitiple esta asociada con un incremento en la
sensibilidad para otros compuestos (sensibilidad colateral), De esta forma se encontré que
en la linea celular CHO (CHRCBS), la cual es resistente a colchicina se incrementd de dos a
diez veces la sensibilidad para diversos anestésicos locales, hormonas, esteroides y algunos
detergentes no idnicos y a bajos niveles de resistencia a colchicina, el grado de sensibilidad
colateral es correspondientemente bajo y todos ellos afectan la funcién de la membrana

plasmatica.
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Se ha notado que los anestésicos locales, los detergentes no Iénicos y el verapamil tienen
efectos duales en las células con resistencia muiltiple dependiendo de las condiciones de
exposicién, Cuando estos agentes son adicionados en combinacién de compuestos
citotéxicos como son vinblastina o adriamicina, se aumenta la citotoxicidad de estos
fdrmacos por interferencia con el mecanismo de reduccidnen {a acumulacién de los mismos,

o que caracteriza a las células con resistencia multipie {10).

2.2.2 Reduccién en la acumulacién de farmacos en las células con resistencia multiple.

El fenotipo de resistencia multiple ha presentado asociacién con la reduccién y acumulacién
"~ de farmacos en diferentes iineas celulares, en las cuales el incremento del eflujo de
farmacos y/o el decremento del infiujo de fdrmaco han sido frecuentemente observados. Asf
mismo, la reduccidn de la unién del fdrmaco y la distribucién intracelular alterada ha sido

reportada en algunos sistemas {17).

2.2.3 Mecanismos propuestos en el fenotipo MDR.

Dos diferentes mecanismos, ambos dependientes de energiametabdlica han sido propuestos
para explicar la reduccidn de la acumulacién de fdrmacos observada en células con

resistencia mdltiple,

1.- Los férmacos entran a las células y una proporcion norma! de estos es
removida por una bomba de eflujo dependiente de energla, que opera con una

gran capacidad.

2.- Unabarrerapermeable dependiente de energla controla la entrada de farmacos

a la célula y opera con gran eficiencia en células resistentes a los mismos.
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Las determinantes de la acumulacién celular de los diferentes farmacos involucrados en el
fenotipo de resistencia multiple parecen ser complejas y variables de acuerdo alos f&rmacos

invocrados.

Datos experimentales en el transporte de farmacos sugieren que los dos mecanismos
propuestos anteriormente no son mutuamente exclusivos pero representan diferentes
aspectos de alteraciones pleiotrépicas en funcién de la membrana que da como resultado

una reduccién en la acumulacidn de farmacos (10).

2.3 PAPEL DEL ATP EN EL TRANSPORTE DE FARMACOS.

Parainvestigar el efecto que ejerce el ATP sobre la modulacién de la captacién y excrecién
de farmacos, se han realizado muiltiples experimentos, en los cuales se han medido estos

procesos en funcién de la concentracién de ATP, al usar un inhibidor metabélico.

En presencia de 2,4-dinitrofenol, aumenta la captacién de daunorubicina, si adicionalmente
se agrega glucosa, se observa la excrecién del fadrmaco de las células resistentes,
alcanzédndose una concentracién muy cercana a la observada en la ausencia del inhibidor,
sugiriendo que la adicién de glucosa disminuye la captacién de los farmacos, probablemente
debido a la produccién de energia necesaria para el funcionamiento del mecanismo que
remueve al farmaco, de lo que se deriva que los cambios en el nivel de captacién del

farmaco estan mediados a través de los cambios en la concentracién del ATP celular (10),
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2.4 RESISTENCIA MULTIPLE A FARMACOS Y EXPRESION DE GLUCOPROTEINA-P (gp-P).

Estudios bloquimicos de las células con resistencia muitiple se han enfocado en la
membrana plasmatica debldo a que respuestas alteradas hacia diversos compuestas son
evidentes por cambios en estructura y funcidn de la misma. La alteracidn que se encuentra
con més frecuencia, es el aumento en la expresién de una proteina asociada a la membrana

plasmatica de alto peso molecular denominada glucoproteina-P (gp-P).

Los estudios realizados con lineas celulares muestran que el incremento en la expresion de
gp-P se relaciona directamente con un decremento en la acumulacidn y retencidn de los

farmacos en el interior de las células (17,18).

Debido a que gp-P se encuentra presente tanto en células de origen humano, hamster y
ratén, se sugiere que esta molécula se conserva en cuanto a tamafio y caracter(sticas a
través de las especies, por lo que se sugiere que se trata de un componente importante de
las células (10).

El genoma humano contiene dos genes que codifican para gp-P, estos genes presentan una
alta homologfa entre ellos y han sido denominados MDR-1 y MDR-2, siendo el primero el
Unico que codifica para la protelna capaz de conferir resistencia a farmacos, por o que el
gen MDR-2 parece desempefiar una funcidn distinta, sin embargo, se ha encontrado que en
el dominio transmembranal de la gp-P aproximadamente el 80% de los aminoédcidos son

conservados entre los productos de los dos genes.

Ambos genes se encuentran adyacentes en el cromosoma siete humano y frecuentemente
se amplifican juntos en células altamente resistentes. El gen MDR-1 comprende 28 exones

que codifican para un ARNm de 4.5 kilobases (18,37). Figura 1
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La protelna sintetizada {gp-P) ha sido caracterizada bioguimicamente como una proteina

Integrante de la membrana plasmaética.

Para conocer su estructura, se llevé a cabo el andlisis de la porcién peptidica de esta
maolécula, de esta manera se encontré que estd constitu/da por 1280 aminodcidos y que
tiene un peso molecutar de 170 Kilodaltones {KDa) y su estructura terciaria contiene doce
dominios transmembranales y dos sitios citopldsmicos que forman un poro a través de la
membrana plasmética y que pueden unir trifosfato de adenosina (ATP), cuya hidrélisis

provee de energla para el transporte de farmacos. Figura 2

En conjunto toda la molécula puede dividirse en dos fragmentos homélogos de la misma
longitud, to que sugiere que a nivel genémico son el resuitado de la unién de dos genes

independientes pera relacionados entre sf,
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Figura 1. Estructura completa del gen MDR-1

Figura 2. A nive! estructural 1a gp-P estd compuesta por dos porciones homdéiogas cada
una con un sitio de unién a ATP, la estructura completa contiene 12 dominios

transmembranales los cuales forman un poro a través de la membrana plasmatica.
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2.5 AMPLIFICACION GENETICA EN CELULAS RESISTENTES A MULTIPLES FARMACOS.

El desarrollo de resistencia simultdnea para muitiples farmacos no relacionados es el
principal impedimento para la quimioterapia contra el cdncer, de tal forma que el estudio de
los mecanismos involucrados en el proceso han demostrado que la resistencia multiple esta
mediada por la sobreexpresién de genes especificos 0 amplificacidn de secuencias de ADN

especificas.

Generalmente los farmacos se unen irreversiblemente a enzimas constitutivas y la
resistencia es alcanzada por la sobreproduccidn de estas enzimas debido a la amplificacién
de los genes que las codifican. Asl mismo se sabe que algunas células resistentes
sobrepraducen protelnas citosdlicas como es V19 en adicién a las glucoproteinas de

membrana (21).

También se sabe que al inicio la resistencia es acompafiada por la expresién elevada de ARN
mensajero (ARNm) de 4.5 Kilobases (Kb) sin amplificacién de las correspondientes
secuencias gendmicas, por lo que se sugiere que el incremento en la expresién de ARNm

es un mecanismo comun para la resistencia a multiples farmacos en células humanas (22).

Mediante estudios citogenédticos se ha encontrado que en las células de hamster la
resistencia a maltiples fdrmacos estd asociada a la arnplificacién genética manifestada
citoldgicamente, mediante lapresencia de regiones cromosomicas tefiidas homogeneamente
y de cromosomas dobles pequefios. Estos Ultimos aparecen como pequefas estructuras

esféricas en pares.
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Presumiblemente las condiciones de cultivo seleccionan a las células tumorales para
presentar cromosomas dobles o regiones cromosdmicas tefiidas homogeneamente ya que
los trabajos realizados en células resistentes han demostrado que en ausencia del féarmaco
los cromaosomas dobles se pierden, miéntras que las reglones cromosdmicas son retenidas

en las células,

Debido a que durante el crecimiento del tejldo tumoral en ausencia del farmaco los
cromosomas dobles frecuentemente desaparecen con la aparicldn de las regiones tefidas
homogeneamente se sugiere que las dos manifestaciones citol6gicas pueden ser formas
alternas de la expresidn de la amplificacién genética. No obstante que los cromosomas
dobles y las regiones teiidas homogeneamente son detectadas predominantemente en
células cancerosas que presentan resistencia, en algunas ocasiones también se presentan

en células cancerosas antes de Iniciar la quimioterapia.

Sin embargo, la presencia o ausencia de anormalidades citolégicas debe tomarse con
reserva, ya que muchas células resistentes presentan regiones tefiidas homogeneamente
o cromosomas dobles identificables, probablemente debido a que la longitud total de las
secuencias amplificadas no es suficiente para producir una anormalidad citolégica
observable {(10,23).

De tal forma que la variabilidad y complejidad del fenotipo de resistencia a muitiples
farmacos sugiere, que es una forma relevante de resistencia clinica que puede involucrar

cambios en [a expresién de genes en mas de un locus genético.



2.6 EXPRESION Y FUNCION DE GLUCOPROTEINA-P EN TEJDOS NORMALES.

La expresién de gp-P no es exclusiva de tumares, ya que también se ha encontrado en
distintos drganosy tejidos normales. La gp-P se expresa altamente en higado (vfas biliares),
rifones {tGbulos proximales), intestino delgado, en algunos casas se expresa en la superficie
luminal, de este modo transporta sustancias en la bilis y en {a orina o funciona también

como una barrera en el tracto gastrointestinal.

Las células endoteliales del SNC, testiculos y placenta también expresan gp-P donde se

saspechaque contribuye paralas barreras sangre-cerebroy sangre-testicular (capilares) (19).

También se ha detectada la expresion de gp-P en otros sitios especificos, incluyendo células
stem CD34+ de médula 6sea, células mononucleares de sangre periférica, incluyendo
linfocitos, trofoblasto de humano y placenta de ratén y en glandulas endometriales de

uteros fértiles.

En base a las estudios de localizacién se puede especular que 1a gp-P esta probablemente

involucrada en el transporte trans-epitelial de metabolitos téxicos y xenobidticas.

La localizacion de la gp-P en los capilares de cerebro, placenta y testiculos es Gtil para la
captacién de compuestos téxicos para el cerebro, el feto y células germinales

respectivamente,

Dada la distribucidn tisular de gp-P en Organos normalmente involucrados en la
detoxificacion, asf como su localizacién polarizada en la superficie luminal sugiere que esta
molécula desempeiia un pape! fisioldgico normal en el transporte de compuestos téxicos o

metabolitos que pueden ser perjudiciales para el organismo (20).
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2.7 MECANISMO DE ACCION DE gp-P.

En base a los datos experimentales acerca del transporte de fdrmacos y de la informacién
obtenida en la secuencia de amino&cidos de la gp-P de células de ratén, hamster y humanas
resistentes a multiples farmacos se han propuesto dos modelos para el funcionamiento de

esta molécula:

En el primer modelo se propone que la gp-P forma un canal en la membrana plasmética a
través del cual los farmacos son transportados hacia el exterior de la célula usando energla
de la hidrdlisis del ATP.

En este modelo la gp-P se une directamente a los farmacos y después los remueve de la

célula, en este punto existen dos consideraciones que hay que tomar en cuenta:

a.- La uni6n entre la gp-P y el farmaco debe ser reversible ya que las moléculas del

farmaco tienen que ser liberadas en la superficie celular.

b.- Debido a que en las células resistentes a multiples farmacos se presenta resistencia
cruzada a fédrmacos no relacionados estructuralmente, |a molécula de gp-P debe tener
sitios de unién diferentes, para los diversos grupos de farmacos hacia los que se

presenta esta resistencia cruzada.
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Apoyando el modelo anterior, existen evidenclas experimentales que apoyan la funcién de

la gp-P como un captador de farmacos, entre los que se encuentran los siguientes:

1.-  Enlas células humanas y de hamster resistentes a mdltiples farmacos se presentan
vesfculas membranales que muestran expresién aumentada de una proteina de 150 -

180 KDa, la cual presenta sitios para la unién de vinblastina.

La identidad entre la proteina de 150 - 180 KDa, capaz de unir vinblastina y la gp-P,
fue probada por inmunoprecipitacidn con anticuerpos monoclonales dirigidos contra

la gp-P, encontrandose que se trata de la misma molécula.

2.- En 1986, los experimentos realizados por Pastan y col. demostraron que la unién de
(*H)-vinblastina a las vesfculas membranales de células resistentes a multiples

fdrmacos es mayor que la observada en células sensibles.

En las vesfculas mencionadas anteriormente, se observa competencia en la captacién de
vinblastina al estar presente otro farmaco, tal como ia vincristina y en menor grado por ia
presencia de daunorubicina, por lo que existe la posibilidad de que estos fdrmacos puedan
estar compitiendo por el mismo sitio de unién o por sitios de unién adyacentes. Sin
embargo, al probar con colchicina y actinomicina- D no se observa competencia por los
sitios de unidn de la vinblastina a las vesfculas membranales de las células resistentes a
multiples fdrmacos, apoydndose de esta manera la posible existencia de sitios de unién para

los diferentes f4rmacos a los que se presenta resistencia.

En un segundo modelo propuesto para el funcionamiento de la gp-P, una proteina que une
al fdrmaco es transportada hacia el exterior de la célula por medio del mecanismo de

transporte de esta glucoprotelna.
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La protefna hipotética (proteina de unién diferente a la gp-P) puede ser un constituyente
normal de la célula, sin embargo debe ser producida en cantidades suficientes ya que es

removida de manera continua,

En este modelo el farmaco puede unirse irreversiblemente a esta protelna y posteriormente
el complejo farmaco-proteina de unién requiere de energfa. Se estudié este aspecto,
encontrandose que ta gp-P presenta cierta actividad de ATPasa, existiendo la posibilidad de

que la hidrélisis de ATP realizada por la gp-P esté acoplada al transporte del fdrmaco.

Este modelo concuerda con los estudios realizados con alcaloides de la vinca y antraciclinas,
en los cuales se detecté la presencia de un mecanismo de transporte de farmacos

depandientes de ATP,

Para correlacionar los aspectos bioquimicos y los morfolGgicos encontrados en las células
resistentes a muitiples farmacos se cuenta con el estudio de la ultraestructura de la
membrana plasmatica realizado por Arsenault y col, en 1988, en el cual se observa una gran
densidad de particulas intramembranales {IMP) en el extremo protoplésmico de lamembrana

de células resistentes.

El contenido de particulas intramembranales se correlaciona con el contenido de la gp-P y
con el grado de resistencia que se presenta en células resistentes de hamster y céiulas

feucémicas humanas,

Datos experimentales recientes, sugieren que la gp-P ademds de actuar como un sistema
de transporte activo para farmacos, también puede funcionar como un canal de cloro,
funciones independientes entre sl que parecen estar reguladas por cambios en la tonicidad
celular {(10,18,22).
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2.8 HOMOLOGIA ENTRE GLUCOPROTEINA-P Y PROTEINAS BACTERIANAS.

La porcién citoplasmética de la gp-P se asemeja a ciertas proteinas bacterianas de

transporte capaces de fijar fdrmacos.

Este es el caso de la gran homologia que se presenta entre la secuencia que codifica para
la gp-P vy la secuencia que codifica para la proteina hiyB, que es una proteina bacteriana de
membrana presente en las cepas de E.coli, 1a cual es necesaria para el transporte de

hemalisina alfa (proteina de 107 KDa ) que efectda la hemdlisis,

Se observa una homologfia maxima en la regién que circunda al sitio de unidn para ATP. Por
otra parte, los sitios de unidn para ATP en la molécula de gp-P, se derivan de la homogla
que se presenta en esta regidn {sitio de unidén para ATP) al compararta con otras proteinas

bacterianas de transporte que pueden unir ATP tales como hisP, malk, oppD, pstB y rbsA.

La primera deduccidn de la presencia de sitios de unién para ATP en la molécula de gp-P

proviene del analisis de la secuencia de la molécula misma.

Otro hallazgo importante es el hecho de que el grado de homologia entre ja gp-P y las
proteinas bacterianas de transporte es tal, que puede compararse con la homologia que se
presenta entre sf en las protefnas bacterianas, De hecho, la proteina hlyB se asemeja més
a la gp-P que el resto de las protelnas hisP, malk, oppD y pstB, de tal forma que la gp-P esta
involucrada en el transpote de f&rmacos aprovechandaola energfa proveniente de |a hidrélisis
del ATP (10).



2.9 PAPEL DE LA GLUCOPROTEINA-P EN LA RESISTENCIA MULTIPLE A FARMACOS.

La complejidad del fenotipo expresado por lineas celutares MDR basado en saber si estdn
o no involucrados multiples cambios genéticos, ha llevado a la realizacion de estudios de
clonacién y secuenciacién de cADN de gp-P y andlisis genéticos subsecuentes muestran
evidenclas convincentes acerca de que gp-P es la causa de las caracteristicas bdsicas del
fenotipo MDR, por ejemplo la resistencia celular a farmacos no relacionados { resistencia

cruzada).

Algunas evidencias que apoyan esta aseveracion son :

1.-  Un incremento en los niveles de gp-P es observado consistentemente en lineas
celulares MDR, El nivel expresado de gp-P se correlaciona con el grado relativo de

resistencia.

2.- Los genes que codifican para la gp-P estan frecuentemente amplificados en lineas

celulares MDR,

3.- La transfeccion de genes de gp-P y cADN con expresién incrementada
caoncomitantemente de gp-P dan como resultado células receptoras MDR, es decir,

con fenotipo de resistencia.

4.- Las caracteristicas estructurales de gp-P son caracteristicas de una membrana

transportadora de protelnas dependiente de energia (16,24,206).
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2.10 AGENTES INHIBIDORES DEL MECANISMO DE RESISTENCIA MULTIPLE A
FARMACOS.

Se han encontrado diversos agentes con los que se logra aumentar la concentracién

intracelular de los agentes antineoplésicos en las células resistentes a multiples farmacos.

Mediante el uso de estos agentes se ha logrado disminuir el grado de resistencia en dichas
células; es decir que el fenotipo MDR mediado por gp-P puede ser revertido o modulado por

medio de otros compuestos.

La mayorfa de estos agentes muestran algunas de las caracter(sticas de los compuestos
transportados por la gp-P, las cuales incluyen: propiedades lipofilicas, estereoquimica

policiclica planar y su débil basicidad (28).

El mecanismo de modulacién en la mayorfa de los casos es llevar a cabo la inhibicién

competitiva de! eflujo de farmacos.
Estos compuestos pueden clasificarse en:
2.10.1 Anélogos de antraciclinas y alcaloides de la vinca

2.10.2 Bloqueadores de los canales de calcio e inhibidores de la calmodulina.

2.10.3 Otros agentes,
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2.10.1 Anélogos de antraciclinas y alcaloides de la vinca.

Se ha observado que el efecto citotdxico de daunorubicina, adriamicina, vinblastina y
vincristina se potencia en células resistentes al administrar simultdneamente sus analogos

estructurales.

Estos andlogos no tienen efectos citotéxicos por s/ mismos, sin embargo mejoran la
citotoxicidad del farmaco al inhibir su excrecién, con lo que se logra una mayor acumulacion

intracelular del mismo.

Esta observacion lleva a pensar que el mecanismo de excrecién caracteristico de las células
resistentes a multiples fdrmacos podrfa contener un sitio de unién al menos para dos grupos
de farmacos, a saber antraciclinas y alcaloides de la vinca; que son los que han sido

probados. Estos compuestos incluyen a N-acetildaunorubicina y vindolina.

2.10.2 Bloqueadores de los canales de caicio e inhibidores de la calmodulina.

Son un grupo de compuestos que inhiben la entrada de calcio ala célula y con ello el efecto
del calcio en las funciones de la misma, de un modo especifico en la resistencia a multiples
fdrmacos, debido a que el calcio es requerido para la formacién del complejo calcio-
calmodulina, necesario para la activacién de muchos sistemas enzimaticos dependientes de

calcio tales como ATPasa y protelncinasas.

Entre los bloqueadores de los canales de calcio se encuentran: verapamil, trifluoperacina y

dialtazem.
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El andlisis de la informacién muestra que el verapamil es un agente usado con frecuencia
en la disminucién de la resistencia a mduiltiples farmacos, observdndose que logra

antagonizar los efectos de dicha resitencia causada por los alcaloldes de la vinca.

El incremento en la acumulacidn y retencién de farmacos dentro de la célula por medio del
verapamil sugiere que este agente compite con los farmacos por los sitios de unién a la gp-
P, debido a que al estar presente el verapamil, se inhibe la unién de la vinblastina a la
membranaplasmaética de las células resistentes a multiples fdrmacos, que es donde también

se localiza la gp-P.

De este modo se logra incrementar la concentracién intracelular del fa&rmaco y con ello se
observa una mayor toxicldad. Este hallazgo estd apoyado por experimentos en los cuales
se observa que las células resistentes a multiples farmacos acumulan y retienen una menor

cantidad de verapamil en comparacién con las células sensibles.

También se observa que los inhibidores de la calmodulina tal como la trifluoperacina, pueden
incrementar la acumulacién y retencion de varios fdrmacos entre ellos vincristina y
adriamicina en las células resistentes de ratén, hamster y humanas, resultando esto en una

reversién de la resistencia {10).

Otro boqueador de los canales de calcio es el bepridil que revierte la resistencia a
doxorubicina in vitro; ademés inhibe significativamente la unién de andlogos de verapamil

a gp-P y se ha utilizado principalmente en pacientes con céncer colorectal.
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En otros estudios se ha encontrado que los niveles de bepridil capaces de revertir la
resistencia en combinacidn con vinblastina, pueden ser alcanzados en todos los pacientes
y ademés queda un remanente suficientemente alto por un perfodo prolongado de tiempo,

siendo los rangos de toxicidad tolerables (29).

A medida que han avanzado los estudios metabdlicos con células cancerosas, se sospecha
que, el mecanismo de accién de algunos agentes que incrementan la acumulacién
intracelular de los agentes citotdxicos también involucra alteraciones en el estado de

fosforilaciéon de la gp-P, lo que podrfa ayudar a la evasién de la resistencia de la célula

tumoral (10).

2.10.3 Otros agentes

Ademds de los compuestos mencionados anteriormente, se han encontrado otros agentes
moduladores de! transpote a nivel membranal que revierten la resistencia a multiples
farmacos e incluyen: Quinidina, tamoxifén, propanolol, cloroquina, antibiéticos, ciclosporina

A y anticuerpos monoclonales.

Estos agentes han sido estudiados en diferentes Iineas celulares, encontrdndose que todos

ellos logran disminuir la resistencia a un gran nimero de agentes citotéxicos, utilizados en

la quimioterapia del céncer.
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* Antibiéticos

En la investigacién de moduladores mas seguros se encontrdé que la eritromicina es otro

agente que logra disminuir significativamente la resistencia a muiltiples fdrmacos.

Este antibidtico lleva a cabo su accidn al saturar los sitios de unién que se forman entre los
farmacos y la gp-P, con lo que se reduce la capacidad de esta glucoproteina para transportar

estos farmacos hacia el exterior celular.

Las cefalosporinas son otro grupo de antibidticos efectivos en la disminucién de la
resistencia, muchos de los cuales presentan caracteristicas similares a las de los

compuestos transportados por la gp-P (10).

Dentro de este grupo la cefoperazona es la que presenta una mayor efectividad en la
modulacidn de la resistencia a maltiples farmacos /n vitro reduciendo la resistencia en
células de 30 a 1.8 veces en estudios realizados por Golstand y cols; encontrando que su

eficacia como modulador puede estar relacionada al grupo N-acetilpiperazina.

Se observé ademds que la cefoperazona presenta una menor toxicidad para el organismo
al compararla con el verapamil y trifluoperazina, ya que estos Ultimos presentan toxicidad
severa a una concentracién plasmatica inferior a la necesaria para disminuir dicha

resistencia.

Asl mismo ceftriazona resulté capaz de modular |a resistencia a multiples farmacos pero en
menor grado que cefoperazona y ademds se sabe que estos dos agentes poseen
propiedades fisicoquimicas de alta unién a protefnas y gran liposolubilidad comparadas con

otros antibidticos {10,28).
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* Ciclosporina A

Se ha observado un incremento en fa acumulacion intracelular de daunorubicina al adicionar
ciclosporina A en células provenientes de pacientes con LAM que presentan una expresion

aumentada de gp-P (10},

En estudios celulares la ciclosporina A resultd ser el inhibidor més efectivo contra el efiujo
de fdrmacos dependiente de ATP, se encontré que la inhibicidn con 1 micromolar de

ciclosporina A fue comparable con fa inhibicién observada con los controles negativos (30).

Algunos de ios agentes utilizados para revertir el fenotipo de resistencia a mdultiples
farmacos utilizados en ensayos ciinicos presentan efectos no relacionados containhibicién
de gp-P como son toxicidad cardiaca por verapamil o inmunosupresién por ciclosporina A

o que iimita su utilidad cfnica.

* Anticuerpos monoclonales {AcMo)

La utilidad potencial de anticuerpos que reconocen gp-P de células intactas, como agentes
especificos para revertir la resistencia a multiples farmacos fue sugerido primero en los
trabajos de Hamada y Tsuruo. Estos investigadores han fundamentado el tratamiento de
algunas lineas celulares resistentes a maltiples farmacos con AcMo MRK16 observando un
incremento en fa acumulacién intracelular y citotoxicidad de vincristina y actinomicina D in
vitro, asf también como el incremento de la toxicidad celular /n vivo de vincristina en lineas
celulares humanas. Esta potenciacidon de toxicidad celular in vivo por MRK16 esta

aparentemente limitada para unicamente algunos de los sustratos para gp-P.
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Un incremento en la acumulacién de vincristina y actinomicina D se ha observado también

con otros dos AcMo anti gp-P los cuales son: HYB-241 y HYB-612.

Recientemente se ha reportado el aislamiento y caracterizacién de AcMo UCI2 quereconoce
gp-P humana en la superficie de células intactas, UCI2 inhibe fuertemente el eflujo de
farmacos de la célula y por lo tanto la resistencia de células resistentes a multiples farmacos

para varios farmacos transportados por gp-P.

La inhibicién de resistencia a multiples farmacos por los anticuerpos UCI2 es muy fuerte y

cualitativamente diferente a los anticuerpos mencionados anteriomente.

MRK16 asl como HYB-241 y HYB-612 incrementan selectivamente la acumulacién de
vincristina y actinomicina D pero no de doxorubicina. En contraste el efecto inhibidor de

UCI2 resulta aparentemente para todos los sustratos de gp-P.

Los AcMo han sido utilizados para destrulr a las células que expresan gp-P con ayuda de
conjugados inmunotdéxicos por lo que también son utilizados para aumentar la acumulacién
intracelular de fArmacos quimioterapéuticos que son téxicos paralas células tumorales pero

también para todas aquellas células normales que expresan gp-P .

De acuerdo a lo anterior se dice que los AcMo tienen ventajas sobre los agentes quimicos
utilizados para revertir la resistencia a multiples fdrmacos; como es que la acumulacién de
farmacos citotdxicos en células normales que expresan gp-P es menos pronunciada con
AcMo que con los agentes quimicos, ademds de que todos los agentes quimicos son
transportados fuera de la célula, por lo que causan inhibicién transitoria del eflujo de
fdrmacos, mientras que los AcMo causan una inhibicién mas prolongada debido a la

naturaleza relativamente estable de sus uniones a gp-P.
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A partir de estas hallazgos se dice que los AcMo son altamente especificos y potentes
inhibidores de la resistencia a multiples fadrmacos mediada por gp-P y por lo tanto pueden

ser utilizados como una alternativa para revertir el fenotipo de resistencia en el cédncer (31).

A partir del hallazgo de los agentes que logran disminuir la resistencia a un gran niamero de
agentes citotéxicos, se ha estimulado la formacién de protocolos de tratamiento en los que
pueden ser combinados estos agentes junto con el fdrmaco citotéxico adecuado, para de

este modo disminuir la resistencia frente a multiples farmacos.
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CONCLUSIONES

Las leucemias agudas forman parte de las enfermedades hematoldgicas malignas mds
frecuentes en la actualidad, tratdndose de transtornos de las células precursoras
hematopeyéticas, caracterizadas por la acumulacién de células inmaduras en la médula ésea
gue se extienden a sangre y otros tejidos, causando alteraciones severas en el organismo
relacionadas con la depresién de la hematopoyesis normal originando en los pacientes
signos y sintomas asociados como son, palidez, fatiga, debilidad, pérdida de peso, anorexia

hematomas, hemorragias y visceromegalias importantes entre otras alteraciones.

Se ha clasificado a las leucemias agudac de acuerdo a los criterios de la French-American-
British (FAB) Cooperative Group, en dos subclases principales: mieloide y linfoide, basadas
principalmente en una clasificacidn morfolégica de las células de acuerdo a la estirpe celular
involucrada; de esta forma existen diferentes tipos de leucemia linfobldstica aguda que va

de L1 a L3 y mielobdstica aguda de M1 a M7.

Debe considerarse también que para ambas existe upa clasificacién inmunolégica de
acuerdo a ios antfgenos expresados en la superficie celular de cada tipo de leucemia; asf

como también una clasificacion citogenética,

Laimportancia de distinguir entre los diferentes tipos de leucemia aguda radica en el interés
que debe tenerse para la realizacién de un buen diagnéstico y de esta manera saber acerca
del prondstico asi como la terapia méas adecuada para alcanzar la remision completa del

paciente,
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En cuanto al tratamiento de la leucemia aguda se puede decir que se divide de manera muy
general en dos etapas, las cuales son: terapia de induccién de la remisién y terapia post-
remisién, refiriéndose al répido restablecimiento normal de la médula dsea y las funciones
del cuerpo en la primera etapa y el logro de una sobrevida mdxima de leucemia en la

segunda etapa,

Para el tratamiento se llevan a cabo diferentes esquemas de dosificacién, asf como de los
farmacos utilizados, dependiendo del tipo de paciente, estado de salud del mismo, lugar de

atencidén, asf como la facilidad para la obtencién de los farmacos.

Los farmacos mds utilizados en el tratamiento de las leucemias agudas son metotrexato,

daunorubicina, vincristina y prednisona entre otras que son andlogos de los anteriores.

Algunos estudios han demostrado la existencia de terapias diferentes a los férmacos, como
es el uso de los anticuerpos monoclonales que han demostrado reducciones transitorias de
células leucémicas en circulacién, produciendo un efecto minoritario en médula ésea sin

notar una remision caompleta.

De acuerdo a lo anterior se dice que en el tratamiento de las leucemias agudas la
quimioterapia es la forma mds utilizada para combatir este tipo de enfermedades, sin
embargo, esta no ha alcanzado grandes éxitos, debido a la falta de respuesta celular frente
a los farmacos, es decir a la resistencia que presentan las células leucémicas al ser tratadas
con féarmacos antineapldsicos, siendo este el principal obstaculo para un tratamiento

exitosa.
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En cuanto a esto se han realizado varios estudios que demuestran la existencia de un
mecanismo denominado de resistencia mditiple a formacos o MDR {multidrug resistance),
el cual se define como |a capacidad que presentan las células tumorales, después de haber
sido expuestas a un sdlo farmaco, de desarrollar resistencia a un amplio rango de farmacos

no relacionados ni funcional, ni estructuralmente.

Considerando que se ha observado, que al administrar un farmaco determinado al paciente
leucémico responde favorablemente, pero los tratamientos siguientes resultan menos
favorables, es decir que las células presentan resistencia no sélo al farmaco utilizado en el
tratamiento inicial, si no también a una gran variedad de fdrmacos cuyos mecanlsmos de

accidn, asi como su estructura, son diferentes entre sf.

El mecanismo de resistencia a mdltiples farmacos asociado tipicamente a las enfermedades
hematoldgicas malignas, es el mecanismo de resistencia mediado por glucoproteina-P {gp-P),
pues en la mayoria de estos padecimientos se ha encontrado un aumento en los niveles de
expresion de esta glucoproteina, después de ser tratadas con quimioterapia, probablemente

por seleccidn o preexistencia de células malignas que expresen gp-P.

La gp-P es una proteina de alto peso molecular, asociada ala membrana plasmaética,
constituida por 1280 aminodcidos, conteniendo en su estructura terciaria 12 dominios
transmembranales, los cuales forman un poro a través de la membrana plasmética y 2 sitios

de unién para ATP cuya hidrdlisis provee de energfa para el transporte de farmacos.

De acuerdo a lo anterior, el fenotipo cldsico MDR es causado por el aumento celular del
eflujo de farmacos debido al incremento de la actividad de la gp-P con lo que se disminuye
la concentracidn de farmacos a niveles subletales, siendo este el mecanismo principal de

accion de la gp-P.
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Algunas evidencias que apoyan el hecho de que la gp-P es la causa de las caracteristicas

béasicas del fenotipo MDR son:

a) El incremento en los niveles de gp-P observado frecuentemente en lineas celulares

MDR, correlacionando el nivel expresado con el grado relativo de resistencia.

b) Los genes que codifican para la gp-P estan frecuentemente amplificados en lineas
celulares MDR.

c) Las caracterfsticas estructurales de gp-P son las correspondientes a una membrana

transportadora dependiente de energfa.

Es importante mencionar que la expresién de la gp-P no es exclusiva de tumores o
padecimientos malignos, dado que se expresa de manera normal en varios tejidos del cuerpo
humano y también se ha observado que se encuentra ubicada cldsicamente en las

superficies celulares, por lo que se asocia como un mecanismo detoxificador celular normal.

De lo anterior se observa la importancia en investigar ios factores que inducen una forma

alterada como la que se presenta en las células resistentes.

Diversos estudios han llevado al descubrimiento de varios agentes con los que se logra
aumentar la concentracion intracelular de los fadrmacos antineopldsicos en las células
resistentes, siendo el mecanismo de modulacién en la mayorfa de estos, el de llevar a cabo
la inhibicién competitiva del eflujo de fadrmacos; asfl también se han elaborado anticuerpos
monoclonales solos o conjugados con téxicos dirigidos contra las células tumorales que

expresen gp-P.

ESTA TESIS Mo oege
LR DE LA BIBLIOTECH
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Sin embargo se han encontrado ciertas ventajas con los anticuerpos monocionales sobre
los agentes quimicos, dado que en los estudios realizados, las concentraciones utilizadas
de agentes quimicos sobrepasan los niveles de toxicidad que soporta el organismo humano;
mientras que los anticuerpaos monocionales son altamente especificos y debido a Ig unién
que presentan a gp-P son relativamente muy estables, causando inhibicién més prolongada
de la funcién de gp-P con respecto a los agentes quimicos que son removidos fuera de la

célula causando inhibicién transitoria de gp-P.

Esto puede dar lugar a la formacién de protocolos de quimioterapia para los pacientes
leucémicos en los que se administre el firmaco antitumoral mds adecuado, ademés de un

inhibidor de la gp-P que puede contribuir a la obtencién de un tratamiento exitoso.

Es importante mencionar que la observacién de la expresion del gen de resistencia a
miiitiples fadrmacos que codifica para gp-P en los pacientes leucémicos antes y después del
tratamiento puede ser Util para poder determinar hasta cierto punto el pronéstico del

paciente y comao consecuencia de esto proporcionar la terapia mas adecuada en cada caso.
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