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RESUMEN ESTRUCTURADO

El Mieloma Multiple (MM) es una neoplasia caracterizada por la proliferacién de células plasmaticas
de tipo clonal (mayor a 10%) que compromete la funcionalidad de la medula 6sea y presenta datos
directos de afeccion a 6rgano blanco como evento definitorio de mieloma. Representa el 1% de los
tumores maligno, un 10 al 15% de las neoplasias hematologicas, por detras del Linfoma y las
Leucemias' Incidencia entre 4 -5 por cada 100,000 habitantes/afio. Desafortunadamente la
resistencia y el patron de sensibilidad a la quimioterapia son factores independientes que contribuyen
a la refractariedad o a la resistencia a diversos farmacos, condicionando falla terapéutica temprana y
muerte del paciente Dentro de estos se encuentran los genes de la familia ABC, que codifican a una
bomba de flujo conocida como glicoproteina-P cuyo sustrato son la mayoria de las quimioterapias y
blancos moleculares. Son diversos los mecanismos que se encuentran implicados en la resistencia a
las diferentes quimioterapias; pero tal vez la mas conocida es la expresion de los genes de
resistencia a drogas (ABCB1) cuya finalidad es la expresion de bombas de flujo en las membranas
celulares detoxificando a las células e impidiendo la activacion de los mecanismos de apoptosis. Se
ha demostrado que confieren resistencia a través de la expulsion del farmaco. Tanto la
sobreexpresion de los genes ABC Bl y ABCG2 se han asociado a una pobre respuesta terapéutica
en diversos tipos de tumores. Los inhibidores de proteosoma y esteroides, son considerados
actualmente la principal linea de tratamiento, y en algunos estudios se han demostrado ser sustrato
de dichos mecanismos. Debido a esto la identificacion de la expresion de estos genes puede
contribuir con la individualizacién de los diferentes esquemas terapéuticos.

OBJETIVO: Detectar la expresion del gen de Resistencia a drogas (ABCB1) sobre la respuesta al
tratamiento en los pacientes con Mieloma multiple.

METODOLOGIA: Estudio observacional, prospectivo, analitico. Se analizara la expresion del gen
ABCBL1 a través de la extraccién de células mononucleares y posteriormente se aislard RNA y
mediante la técnica de Reaccién de Cadena de Polimerasa se identificara la cantidad de transcrito del
gen. Se utilizara el software estadistico SPPS 20.0- Para el andlisis de supervivencia se utilizaran
curvas de Kaplan-Meier, considerandose significativa la diferencia entre los grupos de expresion un
valor < 0.05. Se utilizara un analisis de regresion de Cox para evaluar la asociacion de las diferentes

variables sobre la supervivencia.

Palabras clave: Mieloma Multiple, ABC B1, Esteroides, Inmunomoduladores



1. ANTECEDENTES
1.1 DEFINICION:

El Mieloma Mdltiple (MM) es una neoplasia hematoldgica, que pertenece al grupo de gamapatias
monoclonales; caracterizada por proliferacion clonal de células plasmaticas (mayor a 10%) en
medula ésea o plasmocitoma extramedular. Esta clona genera un incremento de una inmunoglobulina
clénal considerada como componente M presente tanto en suero como en orina (proteina M > 3
mg/dl). El diagndstico de Mieloma Mdltiple se basa en: ratio de cadenas ligeras libres en suero >100
mg/dl, lesion focal ésea en resonancia magnética, hipercalcemia (calcio >11mg/dl), insuficiencia renal
(aclaramiento de creatinina <40ml/min o cr sérica >2mm/dl), anemia (<10g/dl), células plasmaticas en
suero (>60%).(1)

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Representa 1% de los tumores malignos y 10 a 15% de las neoplasias hematoldgicas. (1). Incidencia
a nivel mundial anual, 4 a 5 por cada 1

00,000 habitantes por afio. Mayor incidencia en afroamericanos. (2). El 90% se presenta en mayores
de 50 afios, edad media de 65-75 afios. Predominio en hombres, relacion 1.4:1 (5) El tipo IgG
representa el 50% de los casos, (2). En Latinoamérica edad promedio 60 afios, relacion para el sexo
homogénea 1.1:1 H: M, ISS al diagnéstico avanzado.(3,4). En México; menos frecuente en mestizos
mexicanos, entre 4.2% a 7.7% de todas las enfermedades hematolégicas (5), predominio en mujeres.
La Clinica Mayo estima que la supervivencia media es de 8 afios, gracias a nuevos farmacos y
trasplante autélogo. Sin embargo, mas de una décima parte de los pacientes, sigue muriendo de
manera temprana debido a multiples factores de riesgo, dentro de los que se encuentran procesos
infecciosos, lesion renal y falla terapéutica primaria temprana. (6-7).

El MM va precedido de una etapa premaligna asintomatica denominada gamapatia monoclonal de
significado incierto (MGUS). MGUS esta presente en aproximadamente el 3-4% de la poblacion
mayor de 50 afios. El 80% del mieloma multiple se origina de MGUS no IgM y 15 % de cadenas
ligeras. La tasa de progresion de MGUS a MM es de 0, 5-1% por afio. EI mieloma mudltiple latente
(SMOLDERING) etapa clinica intermedia entre MGUS y MM, presenta progresion de 10% por afio a
enfermedad maligna en los primeros 5 afios. Motivo por el cual, cada vez mas las gamapatias seran

consideradas enfermedades con alto grado de incidencia y prevalencia entre la poblacion adulta.



1.3 CLASIFICACION DE GAMAPATIAS MONOCLONALES.

Nombre Caracteristicas % de
transformacion a
MM

Gamapatia Proteina monoclonal sérica (tipo no IgM) <30 g / L .|1% por afio

monoclonal no IgM
de

incierto.

significado

Células plasmaticas de médula 6sea clénal <10% *

Ausencia de dafio a 6rgano blanco

Mieloma multiple

Plasmocitoma

solitario

Lesién solitaria de hueso por Resonancia magnética
(TAC) o tejido blando comprobada por biopsia con
evidencia de células plasmaticas clonales.

Médula 6sea normal sin evidencia de células plasmaticas

clénales. Ausencia de dafio de 6rganos

Alrededor del

10% en 3 afios

Amiloidosis
Sistémica

Presencia de sindrome sistémico relacionado con amiloide
y tincién positiva con rojo congo (Rifidn, higado, corazon,
tracto gastrointestinal, nervio periférico, medula 6sea)
amiloide relacionado con la cadena ligera establecido por
de

trastorno

examen directo  espectrometria masas, O

inmunoelectromicroscopia, vy proliferativo

monoclonal

Mieloma Latente

(Smoldering)

* Proteina monoclonal sérica (IgG o IgA) 230 g / L o
proteina monoclonal urinaria 2500 mg por 24 h y / o
células plasméticas de médula 6sea clénicas 10-60%

* Ausencia de eventos definitorios de mieloma o

amiloidosis

10% por afio, los

primeros 5 afos

1.3 FISIOPATOLOGIA:

La transformacion de un linfocito normal en una célula B mielomatosa requiere de dos tipos de

eventos: primarios y secundarios: (9)

Primarias: yuxtaposicién de oncogén y gen de cadenas pesadas de inmunoglobulinas, que actta

como potenciador (“enhancer”).

Estas translocaciones se originan durante el

proceso de

recombinacion del DNA, en el cambio de isétipo de la IgH, incluyen tres grandes grupos:
1) Translocaciones en ciclinas: D1 (11923), D3 (6921) y D2 (12p13), en el 20-25% de los MM.



2) Involucran a dos genes codificados en 4p16: MMSET y FGFR3 presentes en el 15% de MM.

3) factores de transcripcion: C-maf (en 16923) y maf-B (en 20g11) en el 10% de MM.

Secundarios: existe inestabilidad cariotipica, deleciones Rb, mutaciones génicas (Ras), 0
traslocaciones que involucran c-mycm; siendo esté responsable de la progresion tumoral.

El micro medioambiente de la MO juega un papel fundamental en la patogénesis y resistencia
farmacologica. Formado por proteinas de la matriz extracelular y poblaciones celulares: estromales,
endoteliales, osteoblastos, osteoclastos y linfocitos (10-11). La adhesion de las células de mieloma al
estroma estd mediada por la union de varios tipos de receptores de membrana: CD44, CD54/ICAM-1
CD56/VCAM-1 y CD 138, con sus ligandos: LFA-1, MUC-, VLA-5 y VLA-4. La adhesion va
acompafiada de la expresion de metaloproteinasas de la matriz, como MMP-9 que contribuye a la
resorcién 6sea y a la movilidad de la célula mielomatosa (13). Esta union induce resistencia a
farmacos llamado CAM-DR a través de distintos mecanismos: Parada de ciclo celular en G1(12)
Inhibicién de apoptosis (12,3) y proteccién contra el dafio al ADN por farmacos, reduciendo la
actividad topoisomerasa (12). La unién de VLA-4 a la fibronectina induce la sobreexpresion de 53
genes, 11 de los cuales son regulados por NF-kB (Nuclear Factor-Kappa B) (12). Traduciendo
clinicamente con inmunocompetencia, desregulacion 6sea, aumento de la ostedlisis, Inhibicién de la

apoptosis y tasa de proliferacion acelerada en Medula ésea.(14).

1.4 PRUEBAS DIAGNOSTICAS

QS: hiperuricemia 50%, dafio renal (TFG <40, cr > 2 mg/dl) 30% , hiperproteinemia con
hipoalbuminemia 15%, Hipercalcemia (>11 mg/dl) 20%

CITOMETRIA Anemia normocitica normocromica 67%

HEMATICA

ASPIRADO DE | Presencia > de 10% de células plasmaticas cl6nales. La clonalidad de las células

MEDULA OSEA plasméaticas de la médula 6sea debe establecerse mediante la demostracion de la
restriccion de la cadena ligera k / A por inmunohistoquimica o inmunofluorescencia,
o mediante la demostracion de fenotipos de clonalidad por citometria de flujo, o por
estudios de reordenamiento del gen de inmunoglobulina.
Inmunohistoquimica CD19, CD138, CD38, CD56 aberrante. Asociada en 67%.

RESONANCIA deteccién de lesiones liticas mayor a 5 mm, asi como compresion medular

MAGNETICA/ TAC
BAJA INTENSIDAD

DE




ELECTROFORESIS
DE PROTEINAS

Electroforesis de Proteinas Inmunofenotipo
Séricas

Marcadores Positivos:
#CD79a, CD138, CD38

Sin expresidn ( & raro) de CD19

Marcadores aberrantes:
CD10, CD20, CD52, CD56 y

Alb al a2 Bl B2 y CD117
(asociados a mal prondstico)

Se considera de vital importancia, para diagnéstico; identificandose pico

monoclonal en region gamma. Ademas, ayuda a valorar respuesta al tratamiento,

(1)

1.6 CLASIFICACION DE RIESGO CITOGENETICO:

Riesgo desfavorable: aneuploidia, t(14:16),t(14:20) por FISH, delecion 17p13 por FISH,
Prondstico favorable: hiperdiploidia, t (11:14),t(6:14) por FISH
Riesgo intermedio: t ( 4:14), ganancia (1q), delecién del 13, hipodiploidia (1)

1.7 TRATAMIENTO

El tratamiento del MM esta determinado fundamentalmente por la edad y por el estado general del

paciente. Casi todos los pacientes que sobreviven al tratamiento inicial eventualmente recaeran y

requeriran mas terapia. (15).

Pacientes elegibles

trasplante: edad

bilirrubina directa < 2 mg/dl, | e Terapia continua, generalmente con el mismo régimen de

ECOG 1-2 , estado funcional | induccion, que reserva HCT aut6logo hasta la primera recaida

NYHA Iy Il

<77 afos, | autdlogos (estrategia de trasplante temprano)

para | e Alta dosis de quimioterapia seguida de uno o dos TCH

(estrategia de trasplante tardio)

e Alta dosis de quimioterapia seguida de alotrasplante de HCT
Régimen preferido:

Bortezomib/lenalidomida/dexametasona (categoria 1)

Bortezomib/ciclofosfamida/dexametasona

Pacientes no elegibles para | INDUCCION:

trasplante:

DOSIS BAJAS: lenalidomida + dexametasona tratamiento hasta
la progresion a menos de que exista toxicidad.

DOSIS ALTAS: bortezomib, lenalidomida, dexametasona (VRd),
bortezomib, ciclofosfamida, dexametasona (VCd) y bortezomib,
melfalan, prednisona (VMP) 12-18 meses hasta que el paciente

alcanza una fase de meseta, que se define como un nivel




estable de proteina M en el suero y la orina y no hay evidencia

de progresion del mieloma.

Terapia de mantenimiento lenalidomida + bortezomib; pacientes no candidatos a trasplante.
Sin embargo, sabemos que todos los pacientes eventualmente
presentaran una recaida.(15) .

RESPUESTA AL TRATAMIENTO

RESPUESTA COMPLETA o Ausencia de células clénales en la biopsia de médula 6sea
RIGUROSA: por inmunohistoquimica

e Relacionk/1<4:1

RESPUESTA COMPLETA: e Inmunofijacion negativa en suero y orina;
e Desaparicion de cualquier plasmacitoma de tejido blando y

<5% de células plasmaticas en aspirados de médula ésea

MUY BUENA RESPUESTA e Proteina M en suero y orina detectable por inmunofijacién,
PARCIAL: pero no en electroforesis
o Reduccién > 90% de la proteina M sérica y/o

e Proteina M en orina <100 mg por 24 h.

RESPUESTA PARCIAL; e Reduccion mayor al 50% de la proteina M sérica, mas
reducciéon mayor al 90% de proteina M urinaria en orina de 24
hora,

o Desaparicion del 50% en la diferencia entre la relacion de los
niveles de cadenas ligeras libres.

¢ Reduccién > 50% en las células plasmaticas (siempre que el
porcentaje de células plasmaticas de médula 6sea sea >
30%) Reduccion > 50% en el tamafio de los

plasmacitomas de los tejidos blandos.

RESPUESTA MINIMA e Reduccién > 25% pero <49% de la proteina M sérica.
e Reduccién de 50-89% de proteina M en orina de 24 .
e Reduccién de 25% - 49% en dimensiones de plasmacitoma

de tejido blando.

ENFERMEDAD ESTABLE | No cumple los criterios para ninguna de las anteriores




ENFERMEDAD e Aumento del 25% de proteina M, del valor de respuesta mas
PROGRESIVA bajo confirmado.

e Proteina M sérica (aumento absoluto debe ser > 0,5 g/ dI)

¢ Relacién de niveles de cadenas ligeras libres ( > 10 mg / dl).

¢ Aumento absoluto de células plasmaticas > 10%)

e Aumento en el didmetro mas largo de una lesién anterior >1

cm.

1.7.1 INMUNOMODULADORES EN MIELOMA MULTIPLE.

La talidomida es un derivado del 4cido glutamico se caracteriza por propiedades antiangiogénicas e
inmunomoduladoras; regula la expresién de moléculas de adhesion, la actividad de NK-kB e inhibe la
produccion de TNF-a, estimula la proliferacion de células T citotoxicas, favorece el bloqueo del ciclo
celular en fase G1 e induce apoptosis (9). El hecho de que la talidomida no sea una farmaco
citotoxico, y su potencial sinergismo “in vitro” con otros agentes (especialmente dexametasona) ha
motivado el disefio de multiples combinaciones. Se ha propuesto que la remodelacién de la cromatina
estd involucrada en el control de la expresion del gen ABCB1. En un estudio se observo que la
talidomida podria modular dichos cambios en células resistentes a esteroides, induciendo la aparicion

de una cromatina homogénea y descondensada.(9,10,11,12)

1.7.2 DEXAMETASONA EN MIELOMA MULTIPLE

La Dexametasona ha sido tradicionalmente el farmaco mas utilizado en el tratamiento del MM (13),
pero a menudo las células plasmaticas tumorales adquieren resistencia a esta terapia (14). La
Dexametasona induce la activacion de la Caspasa-9 a través de la liberacion de Smac/Diablo, pero
no provoca la liberacién de Citocromo-C (15). El tratamiento con dexametasona induce un aumento
temprano y transitorio de los receptores de IL-6 (IL-6R)(16) de la célula plasmética, estimulando el
crecimiento de estds y confiriendo resistencia . La dexametasona es un inductor eficaz del
transportador de eflujo de farmaco, al ser sustrado de genes ABC B1 a través de la glucoproteina P.

se convierte en un sustrato importante, para generacion de multidrogoresistencia.(16).

1.7.3. BORTEZOMIB

Hace una década, bortezomib se convirtié en el primer miembro de la nueva clase de quimioterapia
de inhibidores del proteasoma. Demostrando actividad antineoplasica significativa por lo que se ha
convertido en una parte casi indispensable del régimen terapéutico estandar de oro, mejorando
significativamente los resultados del tratamiento de los pacientes afectados. Sin embargo, su

aplicabilidad clinica se ve considerablemente obstaculizada por la toxicidad limitante de la dosis y por



la resistencia primaria o secundaria. Siendo esta resistencia mediada por la expresion mejorada del
transportador de eflujo. Demostrandose que el bortezomib es un sustrato de la bien conocida
glicoproteina P (P-gp) transportadora de casete de union a ATP (ABC); que induce la expresion de
genes transportadores similares en los respectivos tejidos diana o células conduciendo finalmente a

la resistencia a farmacos.(2)

2. MECANISMOS GENERALES DE RESISTENCIA A DROGAS

El objetivo de todo tratamiento contra el cancer es la erradicacion de las células tumorales. La
resistencia a drogas continda siendo uno de los mayores problemas en el tratamiento de las
neoplasias, ya que al final, la mayoria de los pacientes morirdn por progresiéon de su enfermedad, al
ser ésta refractaria a los tratamientos administrados. En la actualidad, en la resistencia a farmacos
(MDR) se han identificado diferentes mecanismos (21). Destacando:

* Mecanismos celulares de transporte y eliminacion de farmacos

* Mecanismos de inactivacion de drogas a través de vias metabdlicas.

« Sefalizacion intracelular de receptores de tirosina kinasa (RTK).

* Resistencia farmacoldgica mediada por el citoesqueleto

* Resistencia farmacoldgica mediada por el bloqueo de las sefales apoptéticas.

* Resistencia farmacoldgica mediada por mecanismo de reparacion del ADN.

La familia MDR pertenece a una superfamilia de 49 genes humanos ABC (adenosine triphosphate
(ATP) — Binding Cassette) que estan clasificados en 8 subfamilias que van de ABC-A hasta ABC-G y
ANSA (arsenite and antimonite transporter) en base al grado de homologia entre sus secuencias.
Estos genes estan especializados en el transporte celular dependiente de energia y participan en un
amplio rango de eventos como la expulsidn de sustancias nocivas, secrecion de toxinas, movilizacién
de iones y péptidos y sefalizacion celular. Los genes ABC se localizan en el brazo largo del
cromosoma 7, banda 21.1 (7g21.1) y se encuentran separados uno del otro por 330 pares de bases.
El gen ABCB-1 codifica 0 expresa una proteina de 170 kd conocida como glicoproteina P (gp-170 [P
de permeabilidad]) la cual es una molécula enlazadora de ATP con caracteristicas de una proteina de
membrana formadora de poro, que funciona como bomba dependiente de energia, la cual exporta o
expulsa la droga fuera de las células. En los ultimos afos, se han descrito mas de 15 polimorfismos
del gen ABCB1, el més relevante de ellos, por su progresion clinica, es el polimorfismo C3435T del
exon 26 del gen, el Gnico que se correlaciona con un fenotipo de menor expresion de la proteina en la
membrana de la P-gp. La P-gp constituye un sistema de desintoxicacion natural que se expresa en
varios tejidos normales, como higado, intestino delgado, rifion, placenta, células endoteliales del

sistema nervioso central y testiculo. Se han reportado como sustratos antitumorales de la gp-P170 a



los alcaloides de la Vinca, Vincristina y Vinblasina; Atraciclinas como Daunorrubicina y Doxorrubicina;
Epipoddfilotoxinas como Etopdsido y Tenopdsido; Inhibidores de tirocincinasa como Imatinib. (21)
Estudios en Mieloma Multiple han demostrado que la cantidad de P-gp expresada en la recaida se
correlaciona con la cantidad de quimioterapia administrada, lo que indica que puede ser parte de una
via intrinseca activada en respuesta al tratamiento. Se cree que la regulacion positiva de las proteinas
ABC en la recaida puede depender de que los niveles basales estén presentes en células tumorales
en el momento del diagndstico. (17)

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mieloma multiple es una de las principales neoplasias hemato-oncol6gicas que se atienden en los
centros de referencia. Su importancia radica en que la supervivencia de los pacientes con MM es muy
variable, desde unos pocos meses hasta mas de 10 afios, con una mediana de 3 afios (18). Esta
variabilidad esta asociada a una serie de factores relacionados con el paciente y con las
caracteristicas especificas del clon tumoral. Siendo el fenotipo de respuesta a los diversos farmacos
directamente asociado con la falla terapéutica. Son diversos los mecanismos que se encuentran
implicados en la resistencia a las diferentes quimioterapias; pero tal vez la mas conocida es la
expresion de los genes de resistencia a drogas (ABCB1), cuya finalidad es la expresién de bombas
de flujo en las membranas celulares detoxificando a las células e impidiendo la activacién de los
mecanismos de apoptosis. En particular se ha demostrado que confieren resistencia a traves de la
expulsion del farmaco, altamente importantes en cancer. Tanto la sobreexpresion de los genes ABC
Bl y ABCG2 se han asociado a una pobre respuesta terapéutica en diversos tipos de tumores
(principalmente leucemias y linfomas). (19) Esta sobreexpresion no es exclusiva de las células
leucémicas, en modelos in vitro se ha identificado que la expresion de estos genes puede condicionar
resistencia a diversos farmacos entre los que se encuentran los inhibidores de proteosoma y
esteroides los cuales son considerados actualmente la principal linea de tratamiento. Jannick
Clemens y colaboradores investigaron la expresion de genes en pacientes con mieloma multiple e
inhibidores del proteasoma; considerando que estos no inducen la sobre-expresiéon de RNAm (RNA
mensajero) en genes ABCBL1 (20). Sin embargo en mieloma mdultiple no contamos con perfiles de
expresion génica y tratamiento con esteroides e inmunomoduladores; siendo estos farmacos de
primera linea en el tratamiento. Debido a esto y a que se dispone de una diversidad de farmacos para
el tratamiento del Mieloma Multiple (MM), la identificacion de la expresion de estos genes puede

contribuir con la individualizacion de los diferentes esquemas terapéuticos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clemens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28927064
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clemens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28927064

4. JUSTIFICACION

A pesar de los avances conseguidos desde hace mas de una década con la combinacién de
farmacos inmunomoduladores o inhibidores de proteosoma, aproximadamente 25% de los pacientes
con diagnostico de MM fallecen dentro de los primeros 3 afios de diagnéstico, pero solo un 10%
sucede durante el primer afio. (1) La resistencia a los diferentes farmacos utilizados como
quimioterapia (vincristina, antraciclinas, esteroides) son una de las principales causas de la falla a los
esquemas terapéuticos. La deteccion del gen ABCB1 en el paciente con mieloma multiple permitira
individualizar el tratamiento. Ademas de poder determinar si cuentan con un riesgo elevado de

recaida o falla terapéutica primaria.

5. HIPOTESIS

Si la sobre expresiéon del gen ABCB1 se ha asociado a una pobre respuesta al tratamiento en
diversas neoplasias tanto solidas como liquidas, entonces al ser el Mieloma Multiple una enfermedad
clonal que comparte dichos mecanismos de resistencia, la sobre expresion del gen comprometera la

respuesta terapéutica independientemente del tipo o linea de tratamiento en los que se encuentren.

6. OBJETIVOS
General. Detectar la expresion del gen de Resistencia a drogas (ABCB1) sobre la respuesta al

tratamiento en los pacientes con Mieloma multiple

Particular:

Determinar la frecuencia de expresion del gen ABCB1 en Mieloma Multiple.

Determinar si existe diferencia entre los pacientes que tienen tratamiento sin inhibidores del
proteasoma 0 no ; con la presencia del gen ABCB1

Determinar si existe asociacion entre la respuesta al tratamiento y la presencia del gen ABCB1

7. METODOLOGIA

Tipo y disefio de estudio, prospectivo, observacional, analitico. Se revisaran expedientes clinicos de
pacientes con MM, de la unidad de Hematologia del Hospital General de México, del periodo JUNIO
DEL 2018 A SEPTIEMBRE DEL 2018.

Tamafio de la muestra
Se realiza el calculo de la muestra en base a tamafio del efecto, considerandose el punto de corte a
un tamario del efecto del 90%. El calculo de la muestra se utilizd, en base de encontrar un 50% de

eventos como hallazgo del fendbmeno, que desencadene el evento. Debido a que no hay una



evidencia de la frecuencia de la expresion del gen de ABCB1 en mieloma multiple, se realiza una
estimacion del tamafio, en base de la identificacion del poder del efecto.

Solo se analizara el gen ABC B1 se trata de muestreo por conveniencia y al ser observacional no
habré intervencion.

Tamafio de la muestra total =102

Grupol: sin tratamiento con inhibidores del proteosoma: 51,

Grupo 2: con tratamiento inhibidores del proteosoma : 51

Tamarfio del efecto g 0.6, probabilidad de error tipo alfa 0.05, probabilidad de error tipo beta 0.89,
Razén de asighacion N2/N1:1

BRAZO A: 51 pacientes BRAZO B: 51 pacientes

El brazo A: tratamiento sin inhibidores del proteasoma Brazo B: con inhibidores del proteasoma.

z tests - Correlations: Two independent Pearson r's (two samples)

Tail(s) = One, Allocation ratio N2/N1 = 1, o err prob = 0.05, Effect size q = 0.6
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BRAZO A: 51 pacientes BRAZO B: 51 pacientes

8. CRITERIOS DE INCLUSION.
Registro de expediente clinico de Pacientes mayores de 18 afios portadores de Mieloma Mdltiple
Tx cualquier tipo



Ambos géneros
Que cuenten con consentimiento informado para el uso de sus muestras para el andlisis de material

genético

Criterios de exclusion.

Esperanza de vida de menos de 48 horas

Criterios de eliminacion.

Ausencia de registros médicos que evallen la respuesta a tratamiento quimioterapico.

Deceso del paciente durante el periodo de pretratamiento por cualquier complicacién asociada o0 no

asociada al tratamiento

9. VARIABLES
Tabla de operacion de variables
Variable Definicion Tipo de | Escala de | Valores
operacional | variable medicion
Tipo de | Respuesta a | Cualitativa Ordinal RESPUESTA COMPLETA RIGUROSA
respuesta los 3,6 y 12 RESPUESTA COMPLETA
meses MUY BUENA RESPUESTA PARCIAL
RESPUESTA PARCIAL

RESPUESTA MINIMA
ENFERMEDAD ESTABLE
ENFERMEDAD PROGRESIVA

Medicion de | Nomero de | Cuantitativa Contintia BAJA B) AUSENTE C) ALTA
los genes | copias  del
ABC Bl | gen MDR-1
(MDR1) medida
mediante
RT-PCR :
con
cualquier

tratamiento,

Supervivencia | Vivo o | Cualitativa Dicotémica Si b) no

muerto a los

36 y 12
meses
Tratamiento Tipo de | Cualitativa Dicotémica Con inhibidor del proteosoma

tratamiento sin inhibidor del proteosoma




gue recibe

Riesgo Riesgo  de | Cualitativa Ordinal Riesgo desfavorable: aneuploidia,

muerte t(14:16),t(14:20) por fish, delecién 17p13
por fish,
Riesgo  favorable: hiperdiploidia, t
(11:14),t(6:14) por fish
Riesgo intermedio: t ( 4:14), ganancia
(1q), delecidn del 13, hipodiploidia

Edad Edad Cualitativa Continua Afos cumplidos
cumplida en
afios

Falla renal Datos de | Cualitativa Dicotomica Si dafio renal (tfg <40, cr > 2 mg/dl) b) no
dafio renal dafio renal (tfg >40, cr < 2 mg/dl)

ISS Al Cualitativa Ordinal estadio: i: b2 microglobulina < 3.5 mg/dl y
diagnéstico, albumina  3.5¢g/dl, estadio iii b2
escala microglobulina < 3.5 mg/dl y albumina <
pronostica 3.5g/dl, estadio iii : b2 microglobulina > 5.5
de mg/dl
mortalidad

ECOG Escala  de | Cualitativa Dicotémica Fit (ECOG o0-1) 0-1 asintomatico o

funcionalidad
al

diagnostico

sintomatico, pero capaz de desarrollar
actividades del diario

1) no fit (ECOG 2-4) postrado en menos
del 50% al 100% del dia, con necesidad

de cuidados por familia y enfermeria

10. PROCEDIMIENTO

Se aleatorizara 1:1 mediante un software de aleatorizacion incluyendo en el brazo A pacientes los
cuales se les administrara el tratamiento SIN INHIBIDORES DEL PROTEOSOMA vy a aquellos en el
brazo B a los cuales se les administrara CON INHIBIDORES DEL PROTEOSOMA.




11.1 TOMA DE MUESTRAS.

Para la extraccion de RNA, se realizo la toma de muestra de sangre periférica 2 tubos de EDTA.La
firma del consentimiento informado el cual autoriza el uso del material genético del paciente con la
finalidad de analizar genes de resistencia a drogas, se realizara previo al inicio del tratamiento con

cualquiera de los esquemas.

11.2 ENSAYO CELULAR

11.3 LINEA CELULAR (CONTROL POSITIVO)

Se llevo a cabo el cultivo de la linea celular K562 en medio RPMI1640 suplementado con 10% de suero
fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island,NY), L- glutamina 2mM, piruvato de sodio 1mM (Hyclone
Laboratorios, Logan, UT), penicilina/estreptomicina 1% y 2mercaptoetanol 50uM (Gibco BRL, Grand
Island, NY). Estas células se utilizaron como controles durante los analisis de expresiéon de los genes
ABC-B1y ABC-G2.

11.4 SEPARACION DE MONONUCLEARES POR FICOLL-HYPAQUE

Se analizaron muestras de sangre periférica de pacientes quienes morfolégicamente y con protocolo
completo resultaron con diagnéstico de Mieloma Multiple, usando una jeringa previamente heparinizada
para evitar la coagulacion de la sangre. Las muestras se mezclaron en una proporcion 1:1 suavemente
con solucion de fosfatos PBS 1X o bien con solucién salina 0.14 M de NaCl (0.9%). Una vez
homogenizadas las muestras se empled Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed Pharma AS, densidad
1.077 g/l) utilizando aproximadamente 1/3 del volumen total de sangre. Los gradientes se centrifugaron
a 1500 rpm por 30 minutos a una temperatura de 18 a 20°C. Al término del tiempo se separaron la
interfase de mononucleares con pipeta pasteur y se transfiri6 a tubos limpios. Los mononucleares se
lavaron con PBS 1X 'y se centrifugaron a 2500rpm durante 10 minutos. Al término del tiempo se decanté
el sobrenadante y los mononucleares se re suspendieron en PBS 1X y posteriormente se almacenaron

a -70°C hasta su uso.

11.5 AISLAMIENTO DEL RNAM Y TRANSCRIPCION REVERSA (RT).

Se realizé de las muestras crio preservadas a partir de 2 pg de RNA total. El volumen final de cDNA
de 20 pl. EI RNA se mezclo con 1 pl oligo dT 12-18 (INVITROGEN, Carlsbad, CA) y 1 pyl de dNTPs
10mM (Applied Biosystems, Roche) la mezcla se incubo a 65°C por 5 minutos y posteriormente se
coloco en hielo. Se adiciono 4 pl de Buffer 5X (Tris- HCI 250mM, KCI 375 mM MgCI2 15mM), 2 pl de
DTT (0.1M) y el volumen correspondiente de H,O y la mezcla se incubo a 37°C por 2 minutos,
posteriormente se adiciono 1 pl de M-MLV RT (200u) (INVITROGEN, Carlsbad, CA) y se incubo a



37°C por 50 minutos, la enzima se inactivara incubando a 70°C por 15 minutos. El cDNA se

almaceno a menos veinte grados hasta su uso.

11.6 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La amplificacion del gen ABC se realizé con el pimer previamente reportado (90) con un volumen
final de 10 pL en una mezcla que debe tener 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 100 uM
dNTPs, 0.2U Tag DNA polimerasa, (INVITROGEN, Carlsbad, CA) 0.5 pM primer sentido, 0.5 pM
primer antisentido, y 1 pL de cDNA.

En la siguiente tabla se detalla el gen, la secuencia del primer (oligonucleétidos), los exones y las
condiciones Tm:

Gen detectados por PCR

Tabla IV. Gen detectados por PCR

GEN SECUENCIA AMPLICON UNION ™
ABC-B1 5-GCTCCTGACTCTGCCAAAGC-3’ 202pb Exdén 24 | 60°C
3-TCTTCACCTCCAGGCTCAGT-5 Exén 25

Los perfiles térmicos que se llevaron a cabo son: la desnaturalizacién en un ciclo de 94°C durante 5
minutos, posteriormente 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, la
elongacién en 1 ciclo a 72°C durante 10 minutos. Los productos obtenidos por la técnica de PCR
fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Se coloco 10 ul del producto y 2 ul de
colorante (Loading Buffer al 1%) utilizando una camara de electroforesis (Electroforetic gel system,
VWR) a voltaje constante de 60 volts durante 35 minutos. El gel se observo en transiluminador UV
(High Performance, UV Transilluminator UVP).

11.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL

Para la cuantificacion del gen ABC, se utilizé el cDNA a una concentracion de 2 ug/ul, 10 yl de SYBR
Green PCR Master Mix, (Applied Biosystems, Life Technologies) 0.2 ul de primer forward (10 pM/pL)
y 0.2 pl primer reverse (10 pM/uL) en un volumen final de 20 pl. Las condiciones de amplificacion son
las utilizadas en PCR en punto final. Las muestras se realizaron por triplicado. Se realizo la
cuantificacion relativa por medio de AACt en el equipo StepOne™, (Applied Biosystems® Life

Technologie

12. METODOLOGIA
Se utilizara el software estadistico SPSS version 20.0. Para la prueba de contraste de hipotesis
entre las variables clinicas (tratamiento con inhibidores del proteosoma versus no tratamiento con

inhibidores del proteosoma) se utilizara el test ji-cuadrado, considerdndose un valor de p < 0.05aun



95% Intervalo de Confianza. A prueba T de student se realizara para establecer la diferencia de

medias entre los niveles de expresion de los genes de resistencia a multidrogas (ABC-B1, ABC-G2)

tanto previo como posterior al tratamiento de pre-induccion con esteroides

Andlisis estadistico.

Ji-cuadrado

Contraste de hipétesis entre el tipo de tratamiento y el tipo de respuesta.
Contraste de expresiéon de genes ABC Bl y remision en tratamiento con
inhibidores del proteosoma y la tasa de remisiones en no tratados con

inhibidores del proteosoma.

Kaplan-Meier

Andlisis de supervivencia entre los grupos con tratamiento con inhibidores del
proteosoma y sin inhibidores del proteosoma. Considerandose significativa la

diferencia entre los grupos de expresion un valor < 0.05.

Regresion de Cox

Para evaluar la asociacion de las diferentes variables sobre la supervivencia.

13. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

De acuerdo con la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud en su titulo
segundo “De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos”, capitulo 1, articulo 17, el
estudio se engloba dentro de la categoria sin riesgo para el paciente. Los autores damos testimonio
gue, al manejar informacidn retrospectiva, se cumple con los aspectos éticos de la privacidad,
confidencialidad y ademas la informacién se utilizara para fines académicos y de investigacion. Los
investigadores ademas no contamos con algun tipo de interés econémico, farmacéutico, politico o

social de dicha investigacion.

14. RELEVANCIAS Y EXPECTATIVAS
Servird de base para identificar expresion del gen ABCBL1 y su correlacion en la respuesta global y
enfermedad libre de progresién en pacientes con Mieloma Mdltiple, con el fin de individualizar el

tratamiento.

15. RECURSOS DISPONIBLES (HUMANOS, MATERIALES Y FINANCIEROS): todos disponibles

a) Recursos humanos: Médicos hematélogos de la unidad 111 D (Dr. Christian Ramos Pefafiel, Dr.
Gilberto Barranco; Dr. Francisco Zazueta, Dr. Juan Julio Kassack y Doctores en ciencias del
laboratorio de biologia molecular, pabellon 204 (Dra. Irma Olarte, Dr Adolfo Martinez. Preparacion del
protocolo, presentacion al comité, coordinacion, andlisis y revision de resultados, preparacion del

manuscrito para publicacion.



Dr. Christian Ramos Pefiafiel; Andlisis y revisién de resultados, preparacion del manuscrito para
publicacion. Dra. Irma Olarte: Andlisis y revision de resultados, preparacion del manuscrito para
publicacion.
Dr. Juan Collazo : Andlisis y revision de laminillas de aspirado de medula ésea en el servicio de
hematologia.

b) Recursos materiales: Computadora personal. Programa Microsoft® Office Word 2010, Microsoft®
Office Excel 2010. Expedientes clinicos. Programa SPSS para andlisis estadistico. Estacion de
trabajo con acceso a expediente clinico en unidad de Hematologia del Hospital General de México.

El laboratorio de biologia molecular cuenta con los recursos hecesarios para realizar este proyecto.

16. ANALISIS DE RESULTADOS

Resultados

Se estudiaron un total de 26 casos de pacientes portadores de Mieloma Mdltiple atendidos en el
departamento de Hematologia del Hospital General de México. El diagnostico se realizo mediante la
presencia de un componente monoclonal en suero en conjunto con el incremento de células
plasméaticas en la médula ésea. Todos los pacientes contaron con alguin tipo de tratamiento basado
principalmente en la combinacién de un agente Inmunomodulador y esteroide, un inhibidor del
proteosoma o la combinacion de quimioterapia. De los 26 casos la mayoria correspondieron al género
masculino (n=19, 73.1%). La media de edad fue de 58 afios (rango de 43 a 73 afios), siendo esta
semejante entre los dos géneros (57 versus 58 afios, p=0.889, 95% IC). La mayor parte de los
pacientes fueron referidos de un area de ortopedia (n=8, 30.8%) principalmente por dolor lumbar
cronico y fractura en territorio patoldgico en dos casos, seguido de la referencia tanto por el médico
de primer contacto (38.5%) como el médico Internista (15.4%). Solo dos casos fueron referidos por
fracaso renal (7.7%) y finalmente dos pacientes fueron referidos tanto por neuropatia (3.8%) como

por lesiones liticas identificadas por el servicio de oncologia (3.8%).

Tipo de Mieloma y caracteristicas al diagnostico.

La mayoria de los casos correspondieron a un Mieloma Mdltiple tipo 1IgG de predominio de cadena
ligera Kappa (n=22, 84.6%), seguido del tipo IgA (n=3, 11.5%) e IgD (n=1, 3.8%). Un total de tres
casos (n=3, 11.5%) mostraron falla renal al diagnéstico (>2mg/dl de creatinina sérica)
correspondiendo a los tres casos a subtipos no IgA. La media de células plasmaticas en médula ésea
al diagnéstico fue de 42%, mostrando una infiltracion significativa (>20%) en un 84.6% (n=22). La
media de hemoglobina al diagnéstico fue de 10.8 g/dl (rango 3.6-16.7g/dl), con una media de

creatinina sérica de 1.2mg/dl (0.6mg/dl- 3.2mg/dl). Dentro de los estudios complementarios para el



riesgo, la media de albumina fue de 3.06g/dl (1.7- 4.4g/dl) con una B2-microglobulina promedio de 6.2
mg/L (rango de 1.62- 27.8mg/L). Al combinar los valores para la realizacion del puntaje de riesgo ISS
(International Staging System) la mayoria de los pacientes contaban con un puntaje de Il (n=20,
76.9%), el restante se encontraba en un puntaje de Il (n=6, 23.1%). Al analizar el estudio citogenético
solo 3 pacientes contaban con un cariotipo normal y uno de los casos con Hiperdiploidia al momento
del diagndstico. Los casos restantes no contaron con cariotipo valorable.

Tipo de tratamiento y respuesta

Todos los casos iniciaron tratamiento mediante un agente inmunomodulador en conjunto con
esteroides con la combinacion ya sea de quimioterapia o de un inhibidor de proteosoma de primera
generacién. Todos los pacientes iniciaron tratamiento con Talidomida a dosis de 100mg-200mg al dia
en combinacién con Dexametasona, un 19.5% (n=5) se le adicion6 al tratamiento algun tipo de
guimioterapia principalmente Ciclofosfamida, solo un caso recibi6 Melfalan en conjunto con
Prednisona por considerarse con criterio de pacientes no funcional. En cuanto al inhibidor de
proteosoma, dos de los casos (7.7%) iniciaron su esquema de induccion en base del protocolo
CyBordD o el esquema VTD. Del total de los casos el 73.1% se mantuvo con una respuesta al
tratamiento con Inmunomodulador y se mantuvo con tratamiento con Talidomida, 6 casos (23.1%) se
adiciono al tratamiento un inhibidor de proteosoma (Bortezomib) como esquema VTD y uno de los
casos se le adiciono como tratamiento de segunda linea quimioterapia con Ciclofosfamida (3.8%).
Uno de los casos recibié como esquema de tercera linea Daratumumab completando 4 ciclos de
tratamiento. De los 26 casos se documentd Respuesta Completa en un 26.9% (n=7), en 11.5% (n=3)
una muy buena respuesta parcial, en 46.2% (n=12) se mantuvieron con una respuesta parcial, un
7.7% (n=2) mostro una respuesta minima y dos casos progresaron durante el tratamiento de segunda
linea (7.7%). Al combinar los tipos de respuesta un 38.5% de los casos (n=10) se consideraron con
una buena respuesta al tratamiento ya que redujeron en mas del 90% el componente M del
diagnéstico a diferencia de un 61.5% (n=16) los cuales mostraron una respuesta menor o progresion
de la enfermedad. EIl tiempo promedio para la obtencion de una muy buena respuesta fue de 240
dias (rango de 170 a 450 dias). Al analizar el impacto del tipo de riesgo ISS sobre el tiempo para
alcanzar una respuesta, los pacientes con un ISS Il mostraron un mejor tiempo de respuesta en
comparacion con los casos con ISS Il (p=0003, 95%IC). Dentro del analisis multivariado solo el
fracaso renal al diagnéstico mostro un impacto significativo sobre la buena respuesta al tratamiento
(p=0.012, 95% IC), tanto el tipo de Mieloma, como la plasmocitosis medular significativa y el
tratamiento de primera linea no mostraron un impacto significativo sobre el tiempo de respuesta. De
los tres casos que mostraron elevacion de la creatinina al momento de diagndstico ninguno requirié

tratamiento sustitutivo de la funcion renal, por lo no impacto con la supervivencia al final del



seguimiento (p=0.070, 95% IC). La asociacion de las diferentes variables clinicas sobre la obtencion
de una muy buena respuesta se describe en la Tabla 1.0

Figura 1.0 Tiempo para la obtencidn de una muy buena Respuesta al tratamiento (reduccién
de mas del 90% del componente M)
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Asociacion de la Expresion del Gen de Resistencia ABCB1 sobre la respuesta al tratamiento

De los 26 pacientes, 23.1% (n=6) mostraron una sobre expresion del gen de resistencia ABCB1, 50%
(n=13) mostraron una expresion baja 'y en 26.9% (n=7) mostré una expresion ausente. En conjunto un
23.1% (n=6) mostraron un riesgo elevado de resistencia al tratamiento y 76.9% (n=20) se les
considero como un riesgo habitual de resistencia (niveles bajos o0 ausentes. La sobreexpresion del
RNA no mostré una asociacién con el tipo de Mieloma (p=0.438,95%IC), el tipo de riesgo ISS
(p=0.428,95% IC), fracaso renal al diagnostico (p=0. 438, 95% IC) o la presencia de plasmocitosis
significativa en médula 6sea (p=0.676, 95% IC). Al analizar la asociacion de la obtencién de una
buena respuesta acorde a la sobreexpresién del gen no se evidencid un impacto significativo
(p=0.864, 95% IC), a pesar de que el tiempo promedio de respuesta fue mayor en el grupo de
sobreexpresion del gen ABCB1 en comparacion con el grupo con expresion baja o ausente (310 dias

vs 220 dias). La respuesta acorde al nivel de expresion se describe en la Figura 3.

Figura 3.0. Tiempo para la obtencidn de muy buena respuesta (reduccidn de mas del 90%
del componente M) acorde a la expresidn el RNAm ABCB1
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Al analizar de manera individual el tipo de respuesta acorde al nivel de expresion del RNAm del gen
ABCB1, de los 6 pacientes que sobre expresaron el gen ABCB1, solo uno (16.7%) integro una
Respuesta Completa, a diferencia del 30% (n=6) de los casos que integraron Respuesta completa en

los casos con expresion baja o ausente. Semejante a los casos que mostraron una Respuesta



Completa, un 66% de los casos (n=2) con expresion baja o ausente mostraron una Muy Buena
Respuesta Parcial en comparacién con un 33 % (n=1) de los casos con sobreexpresion del gen. El

tipo de respuesta acorde al nivel de expresion del gen ABCB1 se describe en la Figura 4.0

Figura 4. Tipo de Respesta acorde al nivel de expresion del RMAm del gen ABCB1
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17. CONCLUSIONES

Durante la dltima década el tratamiento del Mieloma Mdltiple ha evolucionado drasticamente. En la
actualidad alrededor del mundo la mayor parte de las recomendaciones incluyen el uso de un
inhibidor del proteosoma de primera generacion (Bortezomib) asociado a diferentes
inmunomoduladores (Talidomida o Lenalidomida) y en aquellos con un adecuado estado funcional
someterlos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos. Desafortunadamente en una gran parte
de los paises alrededor del mundo no se cuenta con un acceso a la mayor parte de las drogas
obligando a la mayor parte de los clinicos al uso de terapias basadas principalmente en Talidomida.
Son diversos los mecanismos implicados en la respuesta, siendo principalmente el tipo de Riesgo, asi
como las caracteristicas biologicas de la enfermedad las principales que pueden generar una falla al
tratamiento. Semejante a otros tumores las células plasmaticas expresan una diversidad de
mecanismos para la resistencia al tratamiento y al igual que los tumores sélidos el microambiente que
rodea al tumor influye sobre la respuesta al tratamiento y la progresion de la enfermedad. Otro de los
mecanismos implicados son la sobre expresion de genes de Resistencia a Drogas. Estos genes
codifican bombas de flujo dependientes de ATP cuya funcién principal es mantener una homeostasis

celular y expulsar elementos toxicos del citoplasma entre los que se encuentran las diferentes



quimioterapias. Diversos farmacos son sustratos de esas bombas de flujo entre los que se
encuentran principalmente las antraciclinas y los alcaloides de la vinca. Dentro de la historia del
tratamiento del Mieloma Mdltiple tanto los esteroides (principalmente Dexametasona) como los
alcaloides de la Vinca y las antraciclinas fueron parte fundamental por mas de 20 afios, pero
desafortunadamente sin mostrar una respuesta significativa al tratamiento siendo sustituidos por los
ensayos con Talidomida. Finalmente debido a su mecanismo de accion, la respuesta al tratamiento
no es influenciada por la presencia de estos genes de Resistencia. Otro de los nuevos farmacos es
el Bortezomib, cuyo mecanismo al inhibidor al proteosoma muestra un efecto independiente de las
bombas de flujo celulares, lo que finalmente no disminuye su umbral de eficacia, no asi la
Dexametasona la cual incluso puede contribuir a la sobre expresion de estos. El objetivo principal de
este estudio fue identificar la influencia de la expresion del mMRNA del gen ABCB1 sobre el tipo de
respuesta al tratamiento tanto inicial como de segunda linea en pacientes con Mieloma Mudltiple. Al
identificar los diferentes factores asociados a la respuesta al tratamiento, semejante a otras series
internacionales el puntaje ISS demostrd un efecto significativo sobre la respuesta, no asi el subtipo de
Mieloma Mudltiple o la asociacion de fracaso renal al diagnostico. Este ultimo debido muy
probablemente a que los casos que debutaron con fracaso renal al diagndstico mostraron un
comportamiento reversible. Semejante a otras series alrededor del mundo el porcentaje de
Respuestas Completas con un tratamiento mediante TD no excedié al 30% encontrdndose en su
mayoria bajo una Respuesta Parcial. Debido a que pocos casos contaron con uso de inhibidor de
proteosoma de primera linea, su adicién (VTD o CyBorD) no mostré una influencia significativa sobre
la respuesta inicial al tratamiento y reservandose principalmente como tratamiento de segunda linea.
Al asociar el tipo de tratamiento con la expresion del gen ABCB1, la mayor parte de los casos
mostraron una expresion baja o ausente del gen y al asociar su expresion sobre la respuesta al
tratamiento no se mostrd0 una asociacion significativa, presentdndose un porcentaje de buenas
respuestas semejantes entre los grupos de sobre expresién como los de expresion baja. Entre los
datos Utiles de esta asociacion, los pacientes que mostraron una expresion baja al momento del
tratamiento mostraron un tiempo de respuesta mas corto en comparacion con los casos con
sobrexpresion del gen ABCB1. Finalmente, y a diferencia de los esperado los casos que mostraron
una expresion ausente del gen mostraron un mayor porcentaje de Respuestas Completas pero
semejante a los casos de sobreexpresion sin una asociacion significativa. En conclusién, debido a la
sustitucién del tratamiento quimioterdpico por otros farmacos cuyo mecanismo principal es la
recuperacion de la integridad de la respuesta inmunolégica o la inhibicion directa del proteosoma no
se identificd una influencia del fenotipo de expresion sobre una muy buena respuesta al tratamiento
por lo que se sugiere que la resistencia inicial al tratamiento es debido a otros mecanismos no

asociados al gen de resistencia a drogas ABCBL1.
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