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INTRODUCCION

Leucemia Mieloide Crénica

La leucemia mieloide crénica (LMC) o Leucemia Granulocitica Cronica (LGC) se
caracteriza por la proliferacién descontrolada de leucocitos. Afecta a un individuo
por cada 100 mil cada afio, con una ligera preponderancia en hombres, y

representa el 15% de todos los casos de leucemia en el hemisferio oeste.*

Aproximadamente 95% de los pacientes con LMC presentan el fenotipo
Filadelfia-positivo,? el cual se caracteriza por la translocacién reciproca entre los
cromosomas 9 y 22. El resultado es el acortamiento del cromosoma 22,

denominado cromosoma Fildadelfia (Ph).

La LMC puede evolucionar a través de tres fases, cronica, acelerada y blastica,
cada una con su correspondiente aumento del recuento de blastos leucémicos y
gravedad clinica.® La historia natural de la enfermedad mantiene a la mayoria de
los pacientes en fase cronica durante varios afios antes de progresar a las fases

acelerada y blastica, que resultan mortales.*

Fisiopatologia

La LMC es un desorden clonal de células progenitoras pluripotenciales
hematopoyéticas. Se caracteriza por la presencia de una oncoproteina
constitutivamente activa producida por la translocacién reciproca entre los brazos

largos de los cromosomas 9y 22 referido como t(9;22)(q34:q11)° (Figura 1).



Figura 1. El cromosoma Filadelfia. La translocacion reciproca t(9;22) origina la formacion de un
cromosoma 22 de menor tamafio conocido como cromosoma Filadelfia; esto conduce a la
formacion del gen de fusion BCR-ABL. [Imagen tomada de T. Leguay et al. / EMC — Hématologie 2
(2005) 187-205]

El cromosoma 22 anormal fue observado por primera vez en 1960 por Nowell y
Hungerford® en Filadelfia, EUA — de ahi su terminologia comin — pero la

translocacion reciproca con el cromosoma 9 no fue reconocida sino hasta 1973.’

Esta translocacion cromosdémica origina un rearreglo génico entre el gen ABL,
gue normalmente esta presente en el cromosoma 9, y el gen BCR, localizado en el
cromosoma 22. Esto resulta en el gen de fusion BCR-ABL que constituye al
equivalente molecular del cromosoma Ph.2 Este gen es transcrito en un RNA
mensajero de 8.6 kb que codifica para una proteina con actividad enzimética, una

tirosina cinasa (Figura 2).



Figura 2. Gen de fusion BCR-ABL y su producto proteico. [Imagen tomada de F. Mahon et al /
Revue de Médecine Interne 22 (2001) 894-899]

El gen ABL codifica para una tirosina cinasa no receptora que fosforila proteinas
sustrato via su dominio SH1 y afecta funciones celulares cruciales, tales como
proliferacion incrementada, pérdida de la adhesion estromal y resistencia a la
apoptosis.” Sin embargo, el gen BCR-ABL bloquea la diferenciacién celular y
protege a la célula de la apoptosis para permitir la proliferaciéon de células
troncales no diferenciadas en ausencia de factores de crecimiento.'® Esto es
debido a la actividad intrinseca de la propia proteina ABL, amplificada por la

yuxtaposicién de la proteina BCR.*

Al tener una actividad incrementada de tirosina cinasa, la proteina BCR-ABL
puede fosforilar diversos sustratos y activar multiples cascadas de transduccion de
sefiales intracelulares, afectando el crecimiento y la diferenciacién celular, por lo
gue las células que la poseen, carecen del control del desarrollo celular normal y

se tornan leucémicas.*?

El gen BCR-ABL se encuentra presente en todos los casos de LMC y resulta en

dos puntos criticos de la efermedad. Primero, el gen proporciona un biomarcador



Unico para el diagnostico y el monitoreo de la respuesta al tratamiento, y segundo,
la tirosina cinasa de fusion es susceptible a la accion de farmacos. Los inhibidores
de tirosina cinasa (ITC) bloguean la union de ATP al dominio cinasa de ABL,

inhibiendo la fosforilacién y provocando la muerte celular.*

Clasificacioén

La historia natural de la LMC se caracteriza por tener tres fases de desarrollo: la
fase crénica, la fase acelerada y la fase aguda.'® Las células progenitoras de la
LMC estan sometidas a una proliferacion excesiva durante la fase cronica. Estas
células aun conservan la capacidad para diferenciarse y funcionar normalmente,
por lo que en esta etapa los sintomas pueden ser controlados facilmente. Sin
embargo, sin una intervenciéon médica efectiva, la enfermedad puede avanzar a
través de un periodo de inestabilidad progresiva hacia la fase acelerada, y
posteriormente hasta una transformacion terminal de leucemia aguda, también
conocida como crisis blastica, en la cual la diferenciacion se detiene, generando la
acumulacion de células progenitoras de LMC no diferenciadas en médula ésea y

en sangre periférica.****

Fase Cronica

La LMC se presenta con mas frecuencia alrededor de los 50 a 60 afios, es poco
frecuente en menores de 20 afios (menos de 10%). Alrededor de 80% de los
casos se diagnostican durante la fase cronica y hasta el 40% de los pacientes
puede ser asintomaticos en el momento del diagndstico. Esta etapa dura de 35 a

65 meses sin tratamiento, y alrededor de seis meses cuando se trata con



guimioterapia convencional. Aproximadamente dos tercios de los pacientes van a

progresar a la fase acelerada.

En general, las anormalidades de laboratorio se descubren antes de que los
sintomas se hagan evidentes y éstos sélo se desarrollan cuando los leucocitos
estan claramente elevados (30 000 a 90 000). Cuando los sintomas estan
presentes, incluyen fatiga, sudores nocturnos, pérdida de peso, o manifestaciones
de esplenomegalia, tales como malestar abdominal en el cuadrante superior
izquierdo, saciedad temprana, o anorexia. La citologia heméatica muestra anemia
leve y la disminucion de la hemoglobina inversamente proporcional al incremento

en los leucocitos. La leucocitosis es frecuentemente mayor a 200 000/uL.

Fase Acelerada

Esta fase se puede presentar de 4 a 6 afios después del inicio de la
enfermedad. El promedio de supervivencia para los pacientes en fase acelerada
es de 1 a 2 afios.? La citologia hematica confirma una mayor anemia y un aumento
en el numero de basdéfilos y, en menor proporcion, de blastos. La historia natural
de la enfermedad puede ser afectada por una terapia eficaz que conduzca a la

eliminaciéon del cromosoma Ph.

Fase Aguda

La mayoria de los pacientes finalmente alcanzan la fase final del padecimiento,
a menos que la enfermedad sea suprimida de manera efectiva antes de llegar a
esta etapa. El promedio de supervivencia de los pacientes en la fase aguda es de

3 a 12 meses. Esta fase se caracteriza por la presencia de mas del 30% de



blastos en sangre o en médula désea periférica. La transformacién ocurre
principalmente por células de origen mieloide en 50% de los pacientes, de origen

linfoide en 25%, y el resto por células de origen indiferenciado.™

Tratamiento

Los cambios mas relevantes en el desarrollo del tratamiento de la LMC han
ocurrido a partir de la segunda mitad del siglo XX y han influido significativamente

en su curso clinico y en su prondstico.

Actualmente se acepta que los niveles de respuesta al tratamiento en LMC son:

a) Respuesta hematolbgica
b) Respuesta citogenética minima, menor, mayor y completa

c) Respuesta molecular

Esta clasificacidon esta relacionada con los criterios de respuesta a largo plazo y
con el tiempo de curacién. Dado que la marca molecular es el gen de fusién BCR-

ABL, su desaparicién es el principal objetivo.

En 1953, el busulfan, un agente alquilante, fue el primer farmaco citotéxico que
logré el control hematolégico efectivo en LMC. Sin embargo, el busulfan no
siempre normalizaba la cuenta sanguinea y, mas importante, podia inducir la crisis
blastica debido a su toxicidad y la casi nula posibilidad de lograr alguna forma de

respuesta citogenética.®

En 1966, la hidroxiurea, otro agente alquilante con menor toxicidad, fue indicada

para el tratamiento y logro restaurar rapidamente la cuenta hemética, aunque la



respuesta citogenética fue rara. En 1993, demostrd ocasionar mayor supervivencia
que el busulfan (58 meses vs 45 meses).!” Desafortunadamente, el busulfan y la
hidroxiurea no son capaces de inducir remision citogenética, por lo que

actualmente se les considera como terapias paliativas.

Afos mas tarde, dos estrategias de tratamiento completamente distintas el
interferon alfa (IFN-a) y el transplante alogénico de células troncales (TACT),
mostraron no solamente la desaparicion del cromosoma Ph, sino también su

relacién con una supervivencia prolongada.®

En 1994 se report6 la superioridad terapéutica del IFN-a, respecto al busulfan y
la hidroxiurea.'® El IFN-a indujo la remisién citogenética completa en alrededor del

15% de los pacientes,?

asi como la supervivencia de los mismos (66% a 5
afios).?! Sin embargo, el IFN-a estad acompafiado de diversos efectos adversos
gue interfieren con la calidad de vida del paciente, por lo que el tratamiento a largo
plazo resulta imposible en la mayoria de los casos. La adicion de arabindsido de
citosina (Ara-C) al IFN-a resultd en mayor incidencia de la respuesta citogenética y

mayor supervivencia de los pacientes, pero también se incrementd la toxicidad en

26%, lo que favorecié una alta frecuencia de abandono al tratamiento.?

A partir de 1996 el TACT demostré utilidad terapéutica potencialmente
curativa,?® particularmente en pacientes en fase crénica temprana y menores de
45 afios.?* Fue descrito por primera vez en el contexto de donadores singénicos,*

y después entre hermanos?® y donadores voluntarios no emparentados.?’

El TACT ofrece la posibilidad de curacion en 40 a 60% de los pacientes que son

sometidos al procedimiento. Esta es la terapia méas efectiva en cuanto a la



produccion de remisién molecular de la enfermedad.?® Desafortunadamente, la
mortalidad relacionada con el transplante oscila entre 5 y 50%, restringiendo el
procedimiento a pacientes joévenes y a aquellos cuyos donadores tuvieran
antigenos leucocitarios humanos completamente compatibles. La tasa de
supervivencia libre de enfermedad en pacientes transplantados en fase crénica es
de 40 a 80%, 15 a 40% en fase acelerada y 5 a 20% en fase blastica. Estos
resultados se han reproducido en México, en donde se ha encontrado que la

supervivencia libre de enfermedad a 5 afios es del 55%.%°

El TACT lleg6 a ser la primera linea de tratamiento para todos los pacientes
elegibles que se encontraran en fase crénica y en fase acelerada temprana.> No
obstante, se convirti6 en la tercera o cuarta linea de tratamiento para pacientes

con LMC, dado que la terapia con ITC, como imatinib, resulta preferible.

Mesilato de Imatinib

En 1996, Druker y colaboradores® reportaron por primera vez los efectos in
vitro de un inhibidor especifico de la tirosina cinasa BCR-ABL, entonces conocido
como inhibidor de transduccion de sefiales 571 (STI571), sobre lineas celulares de

LMC (Figura 3).

Figura 3. Estructura quimica del imatinib.
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En un estudio de fase 1 de una etapa avanzada de la enfermedad, STI571,
ahora conocido como imatinib (Gleevec®), no solamente controlé la cuenta
sanguinea y restauré la fase crénica, sino que 95% de los pacientes lograron una
respuesta hematoldgica completa y 60% una respuesta citogenética mayor, por lo
gue se constituyd como la primera linea de tratamiento para este

padecimiento.***°

Imatinib obtuvo la aprobacién acelerada por la FDA en 2001 debido a su
excepcional eficacia y toxicidad minima, aunque el periodo de seguimiento
disponible era corto.®* En los primeros ensayos clinicos, los efectos adversos mas
comunes fueron la mielosupresion, calambres, nauseas, fatiga, diarrea, edema y

dolor muscular.®?

Imatinib ocupa el sitio de unién a ATP dentro de la proteina BCR-ABL, lo que
origina un cambio conformacional en la estructura cuaternaria de la tirosina cinasa,
inhibiendo la autofosforilacion y la fosforilacion de residuos de tirosina en sustratos
proteicos (Figura 4). De esta manera, imatinib previene la transduccion de sefales
cruciales para la patogénesis y la proliferacion celular de lineas BCR-ABL

positivas.

11



Figura 4. Mecanismo de accion de imatinib. Imatinib interfiere con la unién de ATP a BCR-ABL,
impidiendo la sefializaciéon que favorece los mecanismos que desencadenan LMC. Abreviaturas:
ADP: Difosfato de Adenosina; ATP: Trifosfato de Adenosina; LMC: Leucemia Mieloide Cronica;
TIR: Tirosina; PO,: Fosfato. [Imagen tomada de P. Treuil / Actualités Pharmaceutiques 473 (2008)
25-30]

Imatinib tiene una biodisponibilidad de alrededor del 92% (86%-99%) en
voluntarios sanos, con vida media plasmatica de 13,5 + 0,9 horas.** Los ITCs son
extensamente metabolizados por las enzimas del citocromo P450 (CYP), cuyas
funciones estan caracterizadas por un alto grado de variabilidad interindividual.®*

El imatinib es un sustrato de CYP3A4 y un inhibidor de otras enzimas, tales como

CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4/5.33°

Algunos ITC son también sustratos de los transportadores de farmacos P-
glicoproteina (P-gp), la Proteina de Resistencia a Cancer de Mama (BCRP) vy el

Transportador de Cationes Organicos 1 (hOCT1).3"°

La LMC en fase cronica desarrolla resistencia a imatinib después de largos
periodos de tratamiento, por lo que los pacientes en fase acelerada o en crisis
blastica podrian volverse completamente resistentes.**™* Esto es debido a varios
mecanimos, tales como la amplificacién del gen BCR-ABL,* la baja absorcion del

farmaco o por mutaciones puntuales en la secuencia de la oncoproteina.*
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Resistencia a imatinib

Actualmente se han descrito varios mecanismos de resistencia a los ITC, que
pueden ser divididos en mecanismos dependientes e independientes de la
proteina de fusion BCR-ABL. Los mecanismos dependientes de BCR-ABL
incluyen mutaciones y amplificacion del gen; los mecanismos independientes de
BCR-ABL incluyen eflujo de farmacos mediado por transportadores del complejo
de union a ATP (ABC), microentorno que facilita la resistencia y reparacién de

bases por escisién deficiente para detectar anomalias cromosémicas.*

Los transportadores ABC son proteinas de membrana ubicuas que pueden
generar energia a partir de la hidrdlisis de ATP para transportar compuestos a
través de las membranas biolégicas (membrana plasmatica, asi como las
membranas intracelulares del reticulo endoplasmico, peroxisomas y mitocondrias)
en contra de sus gradientes de concentracién, lo que limita la acumulacion celular

de dichos sustratos.*’

La sobreexpresion de los transportadores confiere resistencia cruzada a
multiples farmacos a través de la expulsién constante de compuestos citotéxicos.
Se han encontrado varios miembros de la familia de proteinas ABC responsables

de la resistencia a inhibidores de BCR-ABL.*4°

Entre los miembros de la superfamilia de transportadores ABC que son
relevantes en la eficacia y toxicidad de farmacos se encuentran P-gp, BCRP, y la
familia de transportadores de la Proteina Asociada a la Resistencia a Multiples

Farmacos (MRP).*°
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P-glicoproteina

El fenotipo de resistencia a multiples farmacos (MDR) es considerada una de
las principales causas de fallo en la quimioterapia del cancer, pero también provee

funciones fisiolégicas importantes.

P-gp, el producto del gen MDR1, es un transportador ABC localizado en la
membrana plasmatica, donde puede transportar una gran variedad de compuestos
estructuralmente diversos hacia el exterior de la célula. Esto resulta en una
disminucién de la acumulacion intracelular y en un aumento de la resistencia a
agentes citotéxicos, por lo que se encuentra entre los factores de prondstico mas

relevantes en LMC.>*

Se expresa constitutivamente en tejidos epiteliales humanos normales y, debido
a su amplia especificidad de sustrato, a su expresién celular polarizada en muchos
tejidos excretores y de barrera, y a su gran capacidad de extrusion, puede
desempeiiar un papel crucial en la limitacién de la absorcién y la distribuciéon de

xenobidticos nocivos.

Estructura de P-gp

Los transportadores ABC contienen tipicamente un par de dominios de unién a
ATP que se encuentra en el citoplasma, y dos juegos de dominios transmembrana
(TMD), normalmente contienen seis alfa-hélices que abarcan la membrana.>? P-gp
es un Unico polipéptido 170 kDa>® que consta de 1280 amino&cidos organizados
en dos repeticiones en tandem de 610 amino&cidos unidos por una region de

aproximadamente 60 aminoéacidos.”* La proteina parece haber surgido por un
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evento de duplicacién de genes, mediante la fusion de dos mitades homélogas,
cada una de las cuales consta de seis alfa-hélices transmembrana altamente
hidréfobas (TMH) y un dominio de unién a nucle6tidos (NBD) situados en el lado
citoplasmico de la membrana, que se une e hidroliza ATP (Figura 5).>>°® Las dos
medias moléculas estan separadas por una “regidon de union” citoplasmica
altamente cargada y fosforilada en varios sitios por la proteina cinasa C.*’ Los

TMH forman la via a través de la que los compuestos atraviesan la membrana.

Figura 5. Modelo bidimensional de P-gp. Se muestran las dos mitades homdélogas, cada una con
seis TMH y un NBD situados en el lado citopldsmico. Los 12 segmentos transmembranales se
pliegan para formar una estructura tridimensional con forma de barril en la membrana. [Imagen
tomada de R. Silva et al. / Pharmacology & Therapeutics 149 (2015) 1-123]

Mecanismo de extrusioén de farmacos

El mecanismo exacto por el cual P-gp combina la hidrdlisis de ATP con el
transporte de farmacos a través de la membrana plasmética, asi como el sitio
exacto en el que el sustrato interactia con la proteina, no han sido esclarecidos
completamente. Sin embargo, los tres modelos prevalentes: modelo de poro,

modelo de flipasa y modelo de aspirador hidr6fobo, explican el mecanismo de
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eflujo (Figura 6). La unién y la hidrdlisis de ATP es esencial para el funcionamiento
de P-gp, en donde el transporte de una molécula de farmaco ocurre a expensas

de dos moléculas de ATP.%®

Figura 6. Modelos propuestos para el mecanismo de eflujo de farmacos por P-gp. (a) Modelo
de poro, (b) Modelo de flipasa y (c) Modelo de aspirador hidr6fobo. En el modelo de poro, los
farmacos se asocian con P-gp en el compartimento citosélico y son transportados fuera de la célula
a través de un canal de proteinas. En el modelo flipasa, los farmacos embebidos en la cara interna
de la membrana plasmética, se unen a P-gp y son translocados a la cara externa de la bicapa,
desde la cual difunden pasivamente al medio extracelular. En el modelo de aspirador hidréfobo se
combinan las caracteristicas de los modelos anteriores. [Imagen tomada de R. Varma et al. /
Pharmacological Research 48 (2003) 347-359]

En general, se asume que los sustratos de P-gp son translocados o invertidos
desde la cara interna hacia la cara externa de la membrana plasmética o bien
hacia el medio extracelular directamente.”® Esta acci6n origina que la
concentracion de farmaco sea mas alta en la fase acuosa externa.®® Es importante
destacar que el transportador es capaz de interceptar los sustratos antes de que
entren en el citosol, lo que protege a la célula de la exposicion a moléculas

potencialmente toxicas.

16



Sustratos de P-gp

P-gp puede transportar un vasto repertorio de compuestos fuera de la célula,
los cuales son quimica, estructural y farmacol6gicamente distintos, e incluyen
productos naturales, farmacos quimioterapéuticos, bloqueadores de canales de
calcio, esteroides, péptidos, inmunosupresores, entre otros (Tabla 1).%* La mayoria
de estos sustratos son débilmente anfipaticos y relativamente hidréfobos, poseen

a menudo anillos aromaticos y &tomos de nitrégeno positivamente cargados.®°

Tabla 1. Diferentes clases de sustratos de P-gp conocidos.

Clase Ejemplos

Analgésicos opioides Morfina, fentanilo

Antiarritmicos Verapamilo, quinidina, digoxina

Antidepresivos Amitriptilina, nortriptilina

Antiepilépticos Fenitoina, carbamazepina, fenobarbital
Antihistaminicos Terfenadina, fexofenadina

Antihipertensivos Reserpina, losartan, prazosina

Antineoplasicos Antibidticos: antraciclinas (doxorubicina), actinomicinas

Antimetabolitos: metotrexano, citarabina, hidroxiurea
Taxanos: paclitaxel, docetaxel

Alcaloides de la vinca: vincristina, vinblastina
Agentes alquilantes: cisplatino

Inhibidores de tirosina cinasa: imatinib

Inmunosupresores Ciclosporina, tacrolimus
Neurolépticos Clorpromazina, fenotiazina
Productos naturales Flavonoides, curcuminoides

Informacidn recopilada de R. Silva et al. / Pharmacology & Therapeutics 149 (2015) 1-123

Dada su importancia en la resistencia a farmacos, se ha comenzado a estudiar
la interaccidn entre esta proteina y sus sustratos mas relevantes, entre los que se

encuentran los ITC, principalmente imatinib.%%*
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Inhibicion de P-gp

La MDR ha sido definida como un fendmeno por el cual las células cancerosas
gue han sido expuestos a un tipo de farmaco desarrollan resistencia cruzada a
otros farmacos que son estructural y funcionalmente distintos.”> Uno de los

mecanismos de mayor relevancia en el proceso de MDR es la induccion de P-gp.

Es por ello que entre los mecanismos de reversion MDR, la inhibicion directa de
P-gp es uno de los mas estudiados, demostrado por primera vez en 1981.°° Desde
entonces, el uso terapéutico de inhibidores de P-gp para mejorar la

biodisponibilidad y la eficacia de farmacos ha ganado un interés considerable.

Un inhibidor de P-gp puede actuar bloqueando el sitio de unidon del sustrato, ya
sea competitiva, no competitiva o alostéricamente; interfieriendo con la hidrélisis
de ATP;®’ o alterando la integridad de los lipidos de la membrana celular.®® Existen
muchos farmacos que actiian como inhibidores de P-gp, algunos de los cuales se

utilizan como agentes terapéuticos para otras indicaciones clinicas (Tabla 2).
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Tabla 2. Inhibidores de P-gp conocidos.

Clase Ejemplos

Analgésicos Meperidina, pentazocina

Anestésicos Cloroformo, propofol

Antibidticos Ceftriaxona, eritromicina, azitromicina, claritromicina
Antifungicos Itraconazol, ketoconazol

Antihipertensivos Reserpina, prazosina

Antihistaminicos Terfenadina, benzquinamida

Antiinflamatorios Indometacina, ibuprofeno

Antidepresivos Paroxetina, fluoxetina

Antineoplasicos Tamoxifen, vinblastina, gefitinib

Antivirales Ritonavir, nelfinavir, saquinavir

Estimulantes de SNC Cafeina, nicotina

Hormonas esteroideas Progesterona, cortisol, metilprednisolona, mifepristona
Inmunosupresores Ciclosporina, tacrolimus

Neurolépticos Clorpromazina, haloperidol

Productos naturales Flavonoides, alcaloides, cumarinas, canabinoides

Informacidn recopilada de R. Silva et al. / Pharmacology & Therapeutics 149 (2015) 1-123

Los inhibidores de primera generacion son compuestos farmacol6gicamente
activos que ya estaban en uso clinico y que mas tarde mostraron la capacidad de
inhibir a P-gp. La mayoria de estos blogueadores son en si mismos sustratos de
P-gp, lo que sugiere que inhiben a la proteina de manera competitiva.®® Sin
embargo, el uso clinico de estos compuestos esta limitado por su toxicidad, ya que

alcanzan altas concentraciones séricas con la dosis requerida para la inhibicién de

P-gp.

Varios estudios han demostrado el posible uso de inhibidores de P-gp para
revertir el fenotipo MDR en un intento por mejorar la eficiencia de los agentes
quimioterapéuticos y perfiles farmacocinéticos y farmacodindmicos de una gran

variedad de moléculas.

19



Interaccién farmacoldgica de imatinib con inhibidores de P-gp

Las interacciones farmacoldgicas mediadas por P-gp son dificiles de distinguir
de aguellas mediadas por CYP3A4, por lo que deben ser consideradas al
administrar sus sustratos en combinacion con Imatinib. La inhibicion de CYP3A4
conduce a una reduccion del metabolismo de primer paso y a una reduccion de la
velocidad de eliminacion. Asimismo, la inhibicion de P-gp modifica la expulsién de

farmacos a la luz intestinal aumentando su absorcion.

Se ha reportado que en voluntarios sanos la administracion concomitante de
imatinib con inhibidores duales de CYP3A4 y P-gp, como verapamilo, eritromicina,
ciclosporina, y ketoconazol, entre otros, incrementa la concentracion plasméatica
del farmaco al bloguear su metabolismo y su extrusién celular.” La inhibicién
lograda con ketoconazol produce un aumento del 40% en la biodisponibilidad de

imatinib.”*

Los estudios in vitro sugieren que ketoconazol es un excelente inhibidor de P-gp
dada la reversion de la resistencia en una linea celular de cancer cervical con
fenotipo MDR.”? Sin embargo, se desconoce la interaccién de imatinib y

ketoconazol y si ésta podria modificar la eficacia de imatinib.

Dados los antecedentes descritos anteriormente, en el presente trabajo se
evaluaron dos agentes inhibidores de P-gp, ketoconazol y mifepristona, sobre el

efecto de imatinib.
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Ketoconazol

El ketoconazol es un antifungico imidazdlico indicado para el tratamiento de
diversas infecciones micéticas (Figura 7). No existe en forma inyectable a pesar de
gue su absorcién por via oral es muy variable. Se une fuertemente a proteinas
plasmaticas (84%) y su volumen de distribucion es de alrededor de 1 L/Kg. Es
metabolizado a nivel hepéatico por CYP3A4, su eliminacién se lleva a cabo
mayoritariamente por via biliar y la excrecién urinaria no sobrepasa el 15%. Tiene

una vida media de 8 horas.

Figura 7. Estructura quimica del ketoconazol.

Mifepristona

La mifepristona es un compuesto esteroideo sintético, antagonista competitivo
de los receptores de cortisol (Figura 8). También es antagonista competitivo de los
receptores de progesterona y debido a su potente efecto tiene relevancia clinica
para la interrupcion del embarazo, la contracepcién de emergencia y la regulacion
del ciclo menstrual.”® Se une fuertemente a los receptores de progesterona en
endometrio, minimamente a los receptores de estrdgeno, e incluso regula los

receptores de andrégenos.’
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Figura 8. Estructura quimica de la mifepristona.

Ademas de su uso como agente contraceptivo, también posee efectos
antiproliferativos,”® y se asocia con el arresto del crecimiento celular’® y con la
reduccion de los marcadores de proliferacibn en tumores dependientes e

independientes de hormonas.’’

Adicionalmente se ha demostrado que mifepristona inhibe la expresion de P-gp
en ceélulas de céncer gastrico, revirtiendo la resistencia de farmacos
antineoplasicos como doxorubicina, paclitaxel, entre otros, incrementando su

efecto antiproliferativo.
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HIPOTESIS

Los inhibidores de P-gp, ketoconazol y mifepristona, incrementaran el efecto
antiproliferativo y la concentracion intracelular de imatinib en la linea K562 de

leucemia mieloide crénica.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de ketoconazol y mifepristona, inhibidores de P-gp, sobre el
efecto antiproliferativo y la concentracion intracelular de imatinib en la linea K562

de LMC.

Objetivos Particulares

1. Generar una linea celular resistente a Imatinib a partir de la linea K562 y
determinar su resistencia relativa.

2. Determinar la concentracion intracelular de imatinib en la linea celular
K562 sensible y resistente a imatinib.

3. Evaluar la influencia de ketoconazol y mifepristona sobre el efecto
antiproliferativo de imatinib en la linea celular K562 sensible y resistente.

4. Determinar la concentracion intracelular de imatinib en presencia de

ketoconazol o mifepristona en la linea celular K562.
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MATERIAL Y METODOS

Farmacos y reactivos

El imatinib, el ketoconazol y la mifepristona fueron obtenidos de Sigma—Aldrich
(St Louis, MO, USA). El imatinib es reconstituido con solucién salina estéril y
ketoconazol y mifepristona se reconstituyen con etanol absoluto. Todos los

reactivos se mantienen en condiciones de esterilidad a -20 °C.

Cultivo celular

La linea celular K562 de LMC (ATCC; American Type Culture Collection,
Rockville, USA) se mantuvo en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Gibco, NY, USA) en condiciones de esterilidad, suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) a 37 °C en una atmosfera humeda con 5% de

CO, en aire.

Desarrollo de la linea celular K562 resistente a imatinib

La generacién de la linea celular K562 resistente a imatinib (K562-Rl) se basé
en una estrategia de exposicion continua a concentraciones crecientes de imatinib.
La concentracion inicial de Imatinib fue de 1 nM y se incrementé cada semana.
Después de ocho meses, el fenotipo resistente fue confirmado y el cultivo celular
fue mantenido bajo una exposicion continua de 250 nM de Imatinib. Por otro lado,

el cultivo celular parental fue mantenido sin imatinib como referencia.
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Ensayo de proliferacion celular

La proliferacién celular se evalué6 mediante el ensayo con 2,3-bis-(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)-carbonil]-2H-tetrazolio de sodio (XTT, Roche
Diagnostics). En placas de 96 pozos se incubaron 12 000 células en un volumen
final de 150 pL de DMEM por cada pozo. El grupo control fue expuesto a
concentraciones crecientes de imatinib Unicamente (IM). Los otros grupos fueron
expuestos a imatinib con ketoconazol (IM + K) e imatinib con mifepristona (IM +

MF) durante 72 h (Tabla 3).

Tabla 3. Esquema de exposicion de fa&rmacos para la determinacién de la proliferacién

celular.
Linea Celular Grupo Farmacos Concentraciones

IM Imatinib 0 - 2500 nM
Imatinib 0 - 2500 nM

IM + K
K562 Ketoconazol 0,0.1,1.0, 10 UM
Imatinib 0 - 2500 nM

IM + MF
Mifepristona 0, 10, 20 UM
IM Imatinib 100 - 10 000 nM
Imatinib 100 - 10 000 nM

IM + K
K562-RI Ketoconazol 0,0.1,1.0,10 UM
Imatinib 100 - 10 000 nM

IM + MF
Mifepristona 0, 10, 20 UM

Después del periodo de incubacién se agregaron 20 yL de XTT a cada pozo y
se incubaron nuevamente durante 3 h a 37 °C. Posteriormente, se midio la
densidad o6ptica a 492 nm con un espectrofotometro de barrido (lector de ELISA;
Thermo Scientific) y los resultados de absorbancia se expresaron como porcentaje

de proliferacion celular. Los datos se ajustan a una funcion sigmoidal para
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caracterizar la relaciébn concentracién-respuesta de cada farmaco cuando se

agregan al medio solos y combinados.

Determinacion de la concentracion intracelular de imatinib en las

lineas celulares K562 y K562-Rl

Se sembraron 2x10° células de cada linea celular, K562 y K562-RI, en cajas de
cultivo de 25 cm?. Ambos grupos fueron expuestos a una concentraciéon de 5

pg/mL de imatinib durante 3 h.

Después del periodo de exposicidn, las células se centrifugaron y se lavaron
dos veces con PBS para eliminar el farmaco extracelular. Posteriormente se
realizé el proceso de extraccion del imatinib intracelular, utilizando cloruro de
metileno. La fase organica fue separada y evaporada bajo corriente de nitrégeno.
Los residuos fueron reconstituidos con fase movil, compuesta por una mezcla de
Trietilamina y Acetonitrilo, y mezclados con vértex durante 2 minutos. Se tomaron
100 pL para ser inyectados al sistema de cromatografia de liquidos de alta

resolucién (HPLC).

Las condiciones cromatograficas para la determinacion de imatinib fueron las
siguientes: un equipo de HPLC (Waters 2695), una columna C-8 (Symmetry) a una
temperatura de 26 °C, y fase movil con flujo de 1.5 mL/min. La deteccion fue

realizada a 254 nm.
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Determinacion de la concentracidon intracelular de imatinib en

presencia de ketoconazol o mifepristona en la linea celular K562

Ambas lineas celulares, K562 y K562-RI, fueron expuestas a diferentes
combinaciones de farmacos: a) Imatinib (5 pg/mL) durante 3 h; b) Imatinib y
Ketoconazol (10 pM) y c) Imatinib + Mifepristona (20 uM). La exposicién a
ketoconazol y miifepristona se realizdé 4 horas previas a la exposicion a imatinib

(Tabla 4).

Tabla 4. Esquema de exposicién a farmacos para la determinacién de la concentracion

intracelular en la linea K562 en presencia de ketoconazol y mifepristona.

Linea Celular Grupo Pre-incubaciéon (4 h) Exposicion a Imatinib (3 h)

IM Sin farmaco Imatinib 5 pg/mL
K562 IM + K Ketoconazol 10 uM Imatinib 5 pg/mL
IM + MF  Mifepristona 20 uM Imatinib 5 pg/mL

Para la cuantificacién de imatinib intracelular en combinacién con ketoconazol o

mifepristona se sigui6 el procedimiento de extraccion descrito anteriormente.

Analisis Estadistico

Los resultados se reportan como el promedio * error estdndar de la media. Se
realizo la prueba t de Student con el programa GraphPad Prism. Un valor p < 0.05

indicé diferencia estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

Efecto de imatinib en la linea K562

La Figura 9 muestra la disminucion de la proliferacion celular en funcion de la
concentracion de imatinib en la linea K562. Se observé un efecto dependiente de
la concentracion, teniendo una ligera mejor respuesta después de 72 horas de
exposicion. El tiempo de exposicion (72 h) para los siguientes ensayos fue

establecido a partir de estos resultados..

Desarrollo de resistencia a imatinib en la linea K562

Para generar resistencia a imatinib las células fueron expuestas a una
concentracion inicial de 1 nM, la cual fue incrementada semanalmente hasta
alcanzar una concentracion de 250 nM. Después de 8 meses de exposicidon se
logré obtener una clona con fenotipo resistente al farmaco. Esto fue confirmado
con la evaluacién de la proliferacién celular después de la exposicion a imatinib en

ambas clonas celulares, sensible (K562) y resistente (K562-Rl).

Se observd una separacion entre las curvas de ambas clonas debido a un
menor efecto de imatinib sobre la proliferacion celular de K562-RI (Figura 10). A
partir de estos resultados se determind la Concentracion Inhibitoria 50 (Clso) de

imatinib en ambas clonas celulares, asi como la resistencia relativa (Tabla 5).
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Figura 9. Proliferacion de la linea K562 después de la exposicion a imatinib durante 48 y 72h.
Los valores se presentan como el promedio de tres experimentos independientes * E.E. *diferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 10. Proliferacion de las lineas K562 y K562-RIl después de la exposicion a imatinib
durante 72 h. Los valores se presentan como el promedio de tres experimentos independientes +

E.E. *diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 5. Clsp de imatinib en las lineas K562 y K562-RI.

Clso (nM)
Resistencia Relativa

K562 K562-RlI

208.4 + 3.255 2217 +136.7 10.64

Los valores se presentan como el promedio de tres experimentos independientes + error estandar.
La resistencia relativa fue obtenida al dividir el valor de Clsy de K562-RI entre el valor de Clsg de

K562 para cada tratamiento.
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Efecto de imatinib y ketoconazol en las lineas K562 y K562-Rl

La proliferaciéon celular de ambos fenotipos celulares en presencia de imatinib y
ketoconazol (0, 0.1, 1.0 y 10 pM) se muestra en la Figura 11. El ketoconazol
aumento ligeramente el efecto de imatinib en la linea parental (A). Sin embargo, la
clona resistente presentdé una mayor inhibicion de la proliferacibn cuando se

combind imatinib con ketoconazol 10 uM (B).

A partir de las curvas de proliferacién se determinaron los valores de la Clso de
imatinib en combinacién con ketoconazol (Tabla 6). Con base en los valores
obtenidos se puede observar que ketoconazol (10 uM) fue capaz de disminuir la
Clsp de imatinib en 1.5 veces en la linea parental, mientras que para la linea

resistente fue mayor, aproximadamente 7.5 veces.
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Figura 11. Proliferacion de las lineas K562 (A) y K562-RI (B) después de la exposiciéon a
imatinib en combinacion con ketoconazol durante 72 h. Los valores se presentan como el
promedio de tres experimentos independientes + E.E. *diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos de imatinib solo e imatinib con ketoconazol 10 uM.

Tabla 6. Clsg de imatinib en las lineas K562 y K562-RI expuestas a ketoconazol.

Clso (NM)
Ketoconazol (uM)
K562 K562-RlI
0 210 1360
0.1 192 1310
1.0 170 1230
10.0 138 178

Los valores se presentan como el promedio de tres experimentos independientes + E.E.
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Efecto de imatinib y mifepristona en las lineas K562 y K562-Rl

De la misma manera, se evalué la proliferacion de ambas lineas celulares
expuestas a imatinib con mifepristona (0, 10 y 20 uM). Los resultados demostraron
gue mifepristona modifico la proliferacibon de ambas clonas (Figura 12). A
diferencia de ketoconazol, mifepristona (20 uM) mostré mayor efecto sobre la linea
parental que sobre la linea resistente. El valor de la Clso de imatinib disminuy6
aproximadamente 13 veces en la linea parental, mientras que en linea resistente

disminuy6 2 veces (Tabla 7).
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Figura 12. Proliferacion de las lineas K562 (A) y K562-RI (B) después de la exposiciéon a

imatinib en combinacién con mifepristona durante 72 h. Los valores se presentan como el
promedio de tres experimentos independientes + E.E. *diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos de imatinib solo e imatinib con mifepristona 10 y 20 uM, respectivamente.

Tabla 7. Clsp de imatinib en las lineas K562 y K562-RI expuestas a mifepristona.

Clso (NM)
Mifepristona (uM)
K562 K562-RlI
0 477 841
10 260 611
20 35 420

Los valores se presentan como el promedio de tres experimentos independientes + E.E.

33



Concentracion intracelular de imatinib en las lineas K562 y K562-RlI

La acumulacién intracelular de imatinib en ambas clonas, parental y resistente,
se muestra en la Figura 13. Después de la exposicion a 5 pg/mL de imatinib, se
observo una disminucion de farmaco en la linea K562-RI con respecto a la linea

parental, sin alcanzar significancia estadistica.
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Figura 13. Concentracién intracelular de imatinib en las lineas K562 y K562-RIl. Se

presentan valores promedio de tres experimentos independientes + error estandar.
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Concentracidn intracelular de imatinib en la linea K562 en presencia de

ketoconazol o mifepristona

Los inhibidores de P-gp, ketoconazol y mifepristona, fueron utilizados para
evaluar de forma indirecta la actividad de la proteina sobre la acumulacién
intracelular de imatinib. El grupo control corresponde a aquel que fue expuesto
Gnicamente a imatinib, los otros grupos fueron expuestos a imatinib con

ketoconazol o con mifepristona.

Después de determinar la concentracion intracelular de imatinib, se observé una
mayor acumulacion intracelular de imatinib en las células que fueron expuestas a

ketoconazol o mifepristona, respecto al grupo control (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de los inhibidores de P-gp sobre la acumulacién intracelular de imatinib
en la linea K562. Se presentan valores promedio de tres experimentos independientes + error
estandar. *diferencia estadisticamente significativa de imatinib combinado con ketoconazol o

mifepristona con respecto a imatinib solo. p < 0.05
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DISCUSION

El tratamiento con ITC tales como imatinib resulta efectivo en la terapia de
LMC. Sin embargo, el desarrollo de resistencia a estos farmacos por la mutacion
de la proteina BCR-ABL y la sobreexpresion de bombas de eflujo, como P-gp y
MRP, ocurren eventualmente y, aunque poco se conoce sobre el transporte de
imatinib al medio intracelular, Thomas et al.”® demostraron que se trata de un
proceso predominantemente activo. Por lo anterior, resulta importante identificar
alternativas de tratamiento capaces de superar la resistencia al tratamiento. En
células de LMC se ha reportado que la proteina P-gp es uno de los
transportadores de farmacos mas relevantes y su inhibicion puede contrarrestar
parcialmente la resistencia a farmacos como imatinib. Es por ello que en este
trabajo se evalud la eficacia del tratamiento con imatinib en combinacion con dos

inhibidores de P-gp, ketoconazol y mifepristona.

Para investigar la participacion de P-gp sobre los mecanismos de resistencia a
imatinib en LMC se desarroll6 una linea celular resistente a imatinib (K562-Rl) a
partir de una seleccion de la linea celular K562. Después de ocho meses de
exposicion continua a concentraciones crecientes de imatinib se logré obtener una
clona de células aproximadamente once veces mas resistentes al farmaco. Un
mecanismo relacionado con la resistencia a imatinib podria ser la sobreexpresion
de P-gp. Los resultados presentes en este trabajo son consistentes con el trabajo

previo de Assef et al,”

en el que demostraron que la exposicion continua al
antineoplasico vincristina produce la sobreexpresiéon funcional de P-gp, asi como

el desarrollo de resistencia cruzada a farmacos estructuralmente no relacionados,
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entre ellos imatinib. La resistencia a imatinib fue revertida significativamente en

presencia de verapamilo, un inhibidor de P-gp.

18 evaluaron la actividad de imatinib en

En otro estudio reportado por Peng et a
dos lineas de K562, una de ellas resistente al farmaco, y demostraron que la
resistencia se debe a la sobreexpresién de P-gp. Sin embargo, es probable que
otros mecanismos contribuyan al desarrollo de la resistencia a imatinib, como
aguellos relacionados con la proteina BCR-ABL. Estos mecanismos podrian
relacionarse con mutaciones puntuales en el dominio cinasa o la amplificacién del
gen BCR-ABL.?®? Aunque no se ha reportado que imatinib induzca directamente

estas mutaciones, si favorece la seleccion de las clonas Ph positivas que las

presentan y que poseen ventajas de crecimiento debido a las mismas.

Otros reportes previos han demostrado que la sobreexpresion de P-gp confiere

183 analizaron el

resistencia a imatinib en diferentes tipos de células. Mahon et a
efecto del gen MDRL1 en lineas celulares cuya sobreexpresion es independiente de
la exposicion a imatinib. Observaron que linea celular K562 resistente a
doxorubicina mostraba sobreexpresién de P-gp como respuesta a la exposicion a
antraciclinas, mientras que en la linea AR230, la sobreexpresién de esta proteina
se obtuvo mediante la transfeccion del gen MDR1. Sin importar el origen de la

sobreexpresion del gen MDR1, ambas lineas fueron marcadamente resistentes a

imatinib, mostrando una disminucién en la proliferacion celular.

Por otra parte, varios estudios también sugieren que otros transportadores,
como BCRP y hOCT1, podrian estar relacionados con el proceso de resistencia a

imatinib.848°
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Los transportadores ABC han sido relacionados con la adquisicion de
resistencia a multiples agentes terapéuticos, ya que regulan la concentracion de
farmacos dentro de la célula al exportarlos fuera de ella. P-gp es el transportador
de eflujo mas estudiado y ha sido descrito como mediador de la extrusion de
imatinib.®® En nuestro trabajo se determiné la acumulacién intracelular de imatinib
para evaluar de forma indirecta la funcibn de P-gp. Nuestros resultados
demostraron que hay una menor acumulacion intracelular de imatinib en células
K562-RI comparadas con células K562 parentales. Estos resultados sugieren que
la resistencia de K562-RI podria estd mediada por mecanismos que alteran la
concentracion intracelular de imatinib, como los transportadores ABC.
Adicionalmente, otros reportes han demostrado que células con sobreexpresion de

P-gp presentan menores concentraciones intracelulares de imatinib.®”#®

Dado que los transportadores ABC estan relacionados con la resistencia a
farmacos, podrian ser utilizados como blancos terapéuticos. De acuerdo con esta
hipotesis, en el presente trabajo se estudio la influencia de dos inhibidores de P-

gp, ketoconazol y mifepristona, sobre la eficacia de imatinib.

Ketoconazol ha sido reportado como un antifingico con la propiedad de inhibir
el transporte mediado por P-gp. Nuestros resultados demostraron que ketoconazol
influye sobre el efecto antiproliferativo de imatinib. La inhibicion observada fue de
1.5y 7.5 veces para K562 y K562-RlI, respectivamente. Esta disminucion sugiere
gue la resistencia observada en la clona K562-RI podria estar relacionada con la
sobreexpresion de P-gp. La exposicion a ketoconazol podria inhibir la actividad de
la proteina, permitiendo un mayor efecto de imatinib y una posible reversion de la

resistencia mostrada por estas células.
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1.8% en el

Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Wang et a
gue demostraron la inhibicion del transporte mediado por P-gp con antifingicos
azolicos, como itraconazol y ketoconazol, en la linea celular NIH-3T3-G185 de

fibroblastos de raton en presencia de daunorubicina como sustrato marcador.

Con respecto a mifepristona en combinacion con imatinib, la proliferacion
celular disminuyé 14 veces en la clona sensible, mientras que en la clona
resistente la disminucion fue de dos veces. Esto sugiere que mifepristona podria,
ademas de ocasionar muerte celular por inhibicién del transporte de imatinib,
ejercer otros mecanismos como arresto celular. Estudios previos indican que
mifepristona es un potente agente citostatico en células humanas. El arresto
celular en fase G; tras exposicion a mifepristona ha sido reportado en células de
adenocarcinoma gastrico,” células de cancer de mama®! y células de cancer de
ovario.® Ademas es posible que el efecto citostatico sea mediado por la accién de
receptores a progesterona; sin embargo, la accidn antiproliferativa de mifepristona
también ha sido observada en células que no expresan dichos receptores,®
sugiriendo que mifepristona puede mostrar efectos tanto dependientes como
independientes de receptores hormonales relacionados con la inhibicion del

crecimiento celular.

La mejor respuesta a imatinib se obervé en combinacién con la concentracion
mas alta de mifepristona (20 uM). Varios estudios farmacocinéticos reportan que
cuando se administra en dosis de 10 a 800 mg, la mifepristona alcanza
concentraciones séricas desde 2.5 hasta 20 puM.**°® Asimismo, Geick et al.”’
demostraron que utilizando una concentracion 10 pM se logra observar la

inhibicion de la expresion de P-gp en una linea de carcinoma de colon.
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De acuerdo con estos antecedentes y con los resultados obtenidos en nuestro
trabajo, proponemos que mifepristona actda inhibiendo el transporte de imatinib
mediado por P-gp, favoreciendo su acumulacién en el interior de la célula y

provocando su muerte con una menor concentracion.

Por otra parte, se observé una mayor acumulaciéon intracelular de imatinib en
presencia de los inhibidores en células K562 parentales. Un mecanismo que
podria explicar este resultado es que, en ausencia de los inhibidores, imatinib
ingresa al interior de la célula y es transportado nuevamente al medio extracelular
por la accibn de P-gp. Como ketoconazol y mifepristona son inhibidores
competitivos de P-gp, el resultado es una mayor acumulacién intracelular de

imatinib.

Generalmente se acepta que el efecto del gen MDR1 es el de reducir la
acumulacion intracelular de farmacos a través del eflujo mediado por P-gp,
disminuyendo su eficacia y la concentracion optima en el sitio de accion. Como se

menciond anteriormente, Mahon et al®

demostraron que la sobreexpresion del
gen MDR1 otorga resistencia a imatinib, pero no elucidaron las consecuencias de
dicha sobreexpresién sobre la disponibilidad de imatinib intracelular. No obstante,

Widmer et al®’

reportan evidencia de la influencia de P-gp sobre la acumulacion
intracelular de imatinib mediante un estudio en el que células MDR1 positivas
expulsan al farmaco eficientemente. En células MDR1 positivas, la relacion entre
la concentracién intracelular y extracelular permanece constante, indicando que el
eflujo de imatinib mediado por P-gp nunca se satura bajo las concentraciones

analizadas. En contraste, el incremento de la acumulacidon de imatinib intracelular

en células MDR1 negativas sugiere un transporte menos eficiente y saturable.
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Este experimento confirma que el eflujo de imatinib mediado por P-gp, producto
del gen MDR1, podria considerarse seriamente como un mecanismo de

resistencia a imatinib.

P-gp representa un importante mecanismo celular que contribuye a la
resistencia a imatinib, por lo que su inhibicion podria acentuar la citotoxicidad al
aumentar la concentracion de imatinib y su acumulacién intracelular y, como
consecuencia, limitar potencialmente la adaptacion de mecanismos moleculares

gue favorezcan la resistencia al farmaco.

Los resultados presentes en este trabajo muestran que la eficacia de imatinib
esta asociada a niveles de acumulacion intracelular adecuados. A pesar del hecho
de que no se pueden descartar otros mecanismos de transporte del farmaco, la
baja eficacia de imatinib en la linea resistente sugiere que P-gp juega un papel
importante en la resistencia al farmaco. De acuerdo con lo anterior, una terapia
destinada a interferir con la actividad del transportador podria modular la
resistencia al farmaco. De acuerdo con un estudio realizado por List et al®® la
expresion de P-gp es detectada en alrededor del 60% de los pacientes en etapas
avanzadas de LMC, los cuales podrian resultar beneficiados con una terapia
combinada de ketoconazol e imatinib o analogos. Esta terapia tendria por objetivo
actuar sobre la proteina de fusion BCR-ABL y la proteina de transporte P-gp,
generando un incremento en la concentracion intracelular de imatinib vy

aumentando asi el efecto terapéutico.
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CONCLUSION

A partir de la linea celular K562 de LMC sensible a imatinib se desarrollé una
clona resistente al farmaco. Esta clona resistente mostré6 una menor acumulacion

intracelular de imatinib.

Los inhibidores de P-gp, ketoconazol y mifepristona, incrementaron el efecto

antiproliferativo de imatinib en las lineas K562 y K562-RI.

Ketoconazol y mifepristona incrementaron la concentracion intracelular de

imatinib en la linea K562 de LMC.
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