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RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes: Se conoce que la expresién de ABCB1 en el diagndstico de la leucemia aguda, es un
factor prondstico adverso, sin embargo existen pocos estudios en leucemia aguda mieloide, de nuestra
poblacion.

Objetivo: Evaluar la expresién de los ABCB1 como falla terapéutica en la respuesta al tratamiento en
los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda de Novo.

Metodologia: Tipo y diseiio del estudio. Estudio experimental, prospectivo, longitudinal, y analitico
Periodo abril del 2016 a marzo del 2017. Sitio: Hospital General de México. Sujeto: Se incluyeron
pacientes mayores de 14 afios que cumplieron con los criterios de inclusién, exclusién, eliminacién. Se
realizd la determinacion de la presencia o ausencia de la expresién de ABCB1, por técnica de qRT-PCR
para el gen de resistencia a drogas ABC-B1 en los pacientes de reciente diagndstico de leucemia
mieloide aguda.

Resultados: Los resultados de la expresion de ABC-B1, se analizaron con estadistica descriptiva, con las
pruebas estadisticas Xi cuadrada, T de Student, p <0.05 con un IC 95%. Se estudiaron un total de 52
pacientes con diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda de novo, en su mayoria correspondieron al
género femenino (n=31, 59.6%) y el restante al género masculino (n=21, 40.4%). La media de edad fue
de 44 afios. La parte principal del tratamiento se basé en el esquema 7+3. La edad por encima de los 55
afios como la sobre expresion del gen de resistencia ABCB1 impactaron sobre la respuesta (RC + RP)
durante el primer mes de tratamiento. La expresion elevada al momento del diagndstico se asocié con
una mayor falla terapéutica y con el mayor OR dentro del subgrupo por encima de los 55 afios (OR
5.00, 0.555-45.39).

Conclusion: En conclusion la expresion de ABCB1 en pacientes de reciente diagndstico de leucemia
aguda mieloide es un factor que se asocia a una mayor falla terapéutica.

Palabras claves: Leucemia, ABCB1, Quimioterapia, Genes de multiresistencia a Drogas
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INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA) es una neoplasia la cual acorde a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) se encuentra englobada dentro de las neoplasias mieloides. La clasificacion de la OMS
2016 se describe en la tabla 1, divide a la LAM en 6 grupos generales: 1) LAM con anomalias genéticas
caracteristicas, 2) LAM con cambios relacionados a mielodisplasia, 3) Neoplasias mieloides asociadas al
tratamiento 4) LAM (NOS) - no categorizada, 5) Sarcoma Mieloide, 6) Sindromes mieloproliferativos
relacionados a Sindrome de Down. Mediante la colaboracidn desarrollada por la asociacién Franco
Américo Britanica (FAB)," en 1976 se desarrollé la primera clasificacion morfoldgica de las leucemias
mieloides agudas, la cual se describe en la Tabla 2. Esta dltima menciona dentro de la nueva
clasificacién de la OMS 2016 se incluyen dentro del grupo de LAM no categorizadas.(z's) La definicion de
sus entidades estd dada. ® Los procedimientos diagndsticos para clasificar a la Leucemia Mieloide
Aguda, se basan en la evaluacién morfolédgica de la médula dsea y sangre periférica, analisis de la
expresion de la superficie celular o marcadores citoplasmaticos por citometria de flujo, la identificacién
de hallazgos cromosdmicos por medio de citogenética convencional, y determinacién de lesiones
genéticas en las que encontramos mutaciones en los reguladores epigenéticos (DMNT3A, ASXL1, TET2)
, mutaciones en FLT 3. ®*® E| pronéstico de los pacientes ha mejorado drasticamente gracias a los
avances en el entendimiento de la biologia molecular y la deteccion de diversos blancos moleculares
principalmente inhibidores de mutacién FLT-3 , los cuales han modificado la supervivencia libre de
enfermedad. “*

El tratamiento de la Leucemia Mieloide Aguda consiste actualmente en la esquema clasico 7+3 el
usado desde 1973 *sin poder ser remplazado hasta la actualidad. Se encuentra en desarrollo multiples
blancos terapéuticos como inhibidores de la cinasa de proteinas, moduladores epigenéticos,
anticuerpos monoclonales, inmunoterapia con los cuales se busca alcanzar una mayor sobrevida global
en estos pacientes.” Posterior al inicio de la terapia existen criterios de respuesta en la LAM, que se
dividen en diferentes categorias que son de utilidad para diferentes estudios clinicos, estos
corresponden a remision completa (CR), remisidn completa con recuperacion hematoldgica
incompleta (CRi), remisién parcial (RP), enfermedad primaria refractaria, muerte en aplasia, muerte de

causa no determinada, cada una de estas con su respectiva definicion. )
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Como terapia de consolidacién se utilizan esquemas de combinacidn de quimioterapéuticos en dosis
altas o en caso de contar con un donador HLA-compatible segun su riesgo inicial ser sometidos a un

trasplante de progenitores hematopoyéticos. >-6)

Tabla 1. Clasificacién de la OMS 2016 de las neoplasias mieloides y clasificacion de la leucemia aguda

LAM con anomalias genéticas caracteristicas

LAM con t(8;21)(q22;922.1);RUNX1-RUNX1T1

LAM con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH11
LAP con PML-RARA

LAM con t(9;11)(p21.3;G23.3);MLLT3-KMT2A

LAM con t(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214

LAM con inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM
LAM (megarioblastica) con t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1
Entidad provisional : LAM con BCR-ABL1

LAM con NPM1 mutado

LAM con mutaciones bialelicas de CEBPA

Entidad provisional: LAM con RUNX1 mutado

LAM con cambios relacionados a la mielodisplasia

Neoplasias mieloides asociadas a tratamiento

LAM , NOS no categorizada

LAM con minima diferenciacién

LAM sin maduracion

LAM con maduracion

Leucemia aguda mielomonocitica

Leucemia aguda monoblastica/monocitica

Leucemia eritroide pura

Leucemia aguda megacariocitica

Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Sindromes mieloproliferativos relacionados con Sindrome de Down
Leucemia aguda mieloide con Sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria
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Tabla 2. Clasificacién de la Leucemia mieloide aguda segtin la FAB'

INTRODUCCION [

Leucemia mieloblastica aguda
indiferenciada
M1 Leucemia mieloblastica aguda
con maduraciéon minima
M2 Leucemia mielobl3stica aguda
con maduracién
M3 Leucemia promielocitica
aguda
M4 Leucemia mielomonocitica
aguda
M4 eos Leucemia mielomonocitica
aguda con eosinofilia
M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacarioblastica
aguda
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

La incidencia acumulada ajustada a la edad en los Estados Unidos es de 1 por cada 100,000 personas
con picos entre los 2 a 5 afios y un segundo pico por encima de los 50 afios.”) En México, acorde al
registro mundial de Cancer (Globocan, 2012) la incidencia acumulada de leucemia es de 6 casos por
100,000 personas, con una tasa de mortalidad de 5.9/100,000 personas. © En el Hospital General de
México, un centro de referencia para la atencién de Leucemias Agudas establecido en el Distrito
Federal se evaluaron la frecuencia de leucemias agudas en dos periodos de tiempo con 16 afios de
diferencia, con 250 nuevos casos siendo la leucemia mieloide aguda la variante menos frecuente con

95 casos correspondiente al 38% versus 155 casos de leucemia linfoide aguda con el 62% . *°

1.3 FACTORES PRONOSTICOS

En cuanto a los factores prondsticos que nos ayudan a determinar la supervivencia global, la
enfermedad libre de progresién, existen factores previos y posterior al tratamiento. Estudios recientes
han demostrado el aporte de estos factores para predecir enfermedad libre de progresion (EFS), y la

supervivencia global(0s). ®*34

1.3.1 FACTORES PRE-TRATAMIENTO

1.3.1.1 RELACIONADOS CON EL PACIENTE

- Edad: presentar el diagndstico a una edad avanzada ha demostrado ser un factor independiente
asociado a mal prondstico. ***4%2% Al igual manera el estado funcional del paciente, y comorbilidades
que se puedan presentar al diagndstico pueden modular el efecto de la edad en la tolerancia a la
guimioterapia, por lo que por lo general a este grupo de pacientes se individualiza y la gran mayoria
recibe tratamiento con regimenes de baja intensidad.”

- Leucemia secundaria: contar con diagndstico previo de patologias como sindrome mielodisplasico,
neoplasias mieloproliferativas, leucemia mielomonocitica crénica, exposiciébn previa a sustancias
citotéxicas, son factores que deben considerarse para la eleccion del esquema de tratamiento a
iniciarse.”

1.3.1.2 FACTORES GENETICOS

Existen anormalidades genéticas que representan fuertes factores prondsticos que han dado paso para
que la clasificacion del riesgo en las leucemias agudas mieloides se realice en base a estas pudiendo
catalogarse en tres grupos que son: favorable, intermedio, adverso.®”? Los cuales se describen en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Estratificacion de riesgo por genética. European LeukemiaNet (ENL) 2017 ©

Riesgo Anormalidad genética

Favorable t(8;21)(922;G22.1);RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB-MYH11 NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD "°
CEBPA con mutacidn bialélica
Intermedio NPM1 mutado con FLT3-ITD™*
Wild-type NPM1 sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD ¥ (sin alteraciones genéticas adversas)
t(9;11) (p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
Anormalidades citogenéticas no clasificables como favorable o adverso
Adverso (6;9)(p23;934.1);DEK-NUP214
t(v;11923.3); rearreglo KMT2A
1(9;22)(g34.1;q11.2); BCR-ABL1
inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)
5 o del(5q); -7; -17/abn(17p)
Cariotipo complejo
Wild-type NPM1 a FLT3-ITD*"
RUNX1Mutado
ASXL1Mutado
TP53

Se reconocen otros reajustes equilibrados raros.” Aunque se consideran eventos iniciadores de la
enfermedad, pero no definen formalmente categorias de enfermedades. Estos implican genes, por
ejemplo, que codifican reguladores epigenéticos (por ejemplo, KMT2A [MLL], CREBBP, NSD1) o
componentes del complejo de poros nucleares (NUP98, NUP214). Algunos reordenamientos son
citogenéticamente cripticos, como t (5; 11) (q35.2; p15.4); NUP98-NSD1, que ocurre en el 1% de la LMA
en adultos mas jovenes y predice un mal pronéstico.®?**¥ Estudios recientes han puesto de relieve el
potencial de las nuevas tecnologias de secuenciacion para descubrir otros genes asociados a la LMA."
La prevalencias de las distintas mutaciones se presentan en la Figura 1.
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KIT "25% NRAS "20%

RUNX1°40% | MLL-PTD "25%
ASXL1°20% | DNMT3A "20% No class No drivers ) FLT3TD ‘u35°’° Cohesin® “20% | ASXL2 “20%
SRSF2°20% | STAG2™15% | 1pH2™™ 1% 5% 3% (15;17)(q22;q21); PML-RARA | FLT3TKD 15% ZBTB7A "20% | ASXL1 ~10%

13% S WT115% EZH2 5% | KDM6A 5%

NRAS "15% | FLT3-TD "15% | |DNMT3A "70%

TET2715% | BCOR™10% MGA 5% | DHX1575%
U2AF1710% | PHF6™10% 1(8;21)(q22:922.1); RUNXT-RUNXATT
ZRSR275% | SF3B1710% 7% | _NRAS 40%
EZH275% \ yd KIT"35%
Chromatin-spliceosome inv(16)(p13.1q22);° CBFB-MYH11_ FLT3-TKD "20%
13% 5% g .
\ - | KAAsT15%
t(v;11q23.3); X-KMT2A "~ KRAS "20%
TP53 mutant - 4% T~ | NRAS20%
chromosomal aneuploidy®
10% 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL11% -~ |FLT3-ITD 70%
e oy
1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP2141% | KRAS20%

t(5;11)(q35.2;p15.4); NUP98-NSD1 1% ::f FLT3-ITD "85%

biCEBPA mutant 4%
inv(3)(q21.3926.2);° GATAZ MECOM 1% —

GATAZ "30% \ —
NBAS “30% Other rare fusions 1% NRAS-30% | KRAS :I;%_
WT1720% 1(3:5)(q25.1;935.1); NPM1-MLF1 PTPN11-20%| SF3B1-20%
CSF3R "20% 1(8;16)(p11.2;p13.3); KATEA-CREBBP GATAZ 15% | ETVE15%
_ NPMf mutant 30% t(16;21)(p11.2;,q22.2); FUS-ERG PHFE 15% | RUNXT-10%
_— T
— 1(10;11)(p12.3;q14.2); PICALM-MLLT10 BCOR 10% | ASXLT 10%
DNMT3A "50% | FLT3-ITD "40% | Cohesin® "20% | NRAS "20% 1(7;11)(p15.4;p15.2); NUP98-HOXAS NF1-10%
‘o
IDH1715% | IDH2™"*°~15% | PTPN11"15% | TET2 15% 1(3;21)(q26.2;922); AUNX1-MECOM

Figura 1. Clases moleculares de LAM y mutaciones de genes concurrentes en pacientes adultos hasta
la edad de ~65 aios. Tomado de (5)

1.3.2 FACTORES POSTERIOR AL TRATAMIENTO

1.3.2.1 MONITORIZACION DE LA ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL (EMR):

Dos métodos pueden ser utilizados en su deteccion como son la citometria de flujo y PCR en tiempo
real cuantitativo. EMR puede realizarse al término de la terapia de induccidn, de los ciclos de
consolidacion, para valorar estatus de remisidn, ademas de detectar la inminente recaida morfoldgica.

El estado de remision evaluado por la EMR proporciona un predictor mas fiable de los resultados que la

evaluacién convencional basada en la morfologia.”> *

1.4 CRITERIOS DE RESPUESTA EN LEUCEMIA AGUDA MIELOIDE

Dentro de la evaluacién al término de la terapia de induccidon es necesario catalogar la respuesta
alcanzada en nuestros pacientes. Tabla 4. De esta manera poder determinar la estrategia terapéutica a

seguir correspondiente al inicio de la terapia de consolidacién, o en caso de ser necesario inicio de

esquema de reinduccion a la remision”.
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1.4.1 CRITERIOS DE RESPUESTA

- Remisidon completa (RC): Se define cuando se cumple con los siguientes parametros, determinacién
de blastos en medula ésea menor al 5 %, ausencia de blastos, blastos con bastones de Auer en sangre
periférica, conteo total de neutrdfilos mayor a 1.0x10°/L, conteo plaquetario mayor a 100 x10°/L.

- Remision completa con recuperacion hematoldgica incompleta (RCi): Se define cuando se cumple
con los siguientes parametros, determinacion de blastos en medula dsea menor al 5 %, ausencia de
blastos , blastos con bastones de Auer en sangre periférica, conteo total de neutrdéfilos menor a
1.0x109/L, conteo plaquetario menor a 100 x10%/L.

- Remisidn parcial (RP): Se define cuando se cumple con los siguientes pardmetros, determinacién de
blastos en medula dsea del 5 al 25 %, disminucidn del 50 % de blastos en medula dsea pretratamiento,
conteo total de neutréfilos mayor a 1.0x10°/L, conteo plaquetario mayor a 100 x10°/L.

1.4.2  CRITERIOS DE FALLA TERAPEUTICA

- Enfermedad refractaria primaria: no integra RC, RCi, después de dos ciclos de induccién con
guimioterapia intensiva, se excluyen pacientes que mueran en aplasia o muerte de causa
indeterminada

- Muerte en aplasia: muerte que ocurre después de los 7 dias del inicio de tratamiento durante
citopenia, medula dsea aplasica o hipoplasica obtenida dentro de los 7 dias de la muerte, sin evidencia
de actividad tumoral.

- Muerte de causa indeterminada: muerte que ocurre antes de completar el tratamiento, o antes de
los 7 dias del inicio del tratamiento; o después de 7 dias del inicio de la terapia con ausencia de blastos
en sangre periférica, pero aspirado de medula dsea no disponible.

1.5 OPCIONES DE TRATAMIENTO

En general el tratamiento no ha sufrido mayores modificaciones en afios recientes. Una valoracion
inicial integral del paciente nos permitira considerar si serd candidato a un esquema de induccién con
quimioterapia de alta intensidad versus un esquema de quimioterapia no intensivo. ©*? A demas de
considerar la edad, estado funcional, comorbilidades, para catalogar a un paciente como ‘fit’ versus

‘unfit’, 1213)
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1.5.1 TERAPIA DE INDUCCION DE ALTA INTENSIDAD

Con tres dias de antraciclinas y siete dias de citarabina, esquema conocido como “7+3” la respuesta
completa (RC), que se alcanza es del 60-80% en adultos jévenes y del 40-60 % de adultos mayores (60
afios 0 mas). ' La evidencia sugiere que la dosis de la daunorrubicina no deberia ser menor a 60

mg/m”’. (1819)) 3 dosis de la citarabina 100 mg/m”. ®)

1.5.2 TERAPIA DE BAJA INTENSIDAD.

Este tipo de esquemas se ve limitado para pacientes unfit, en los cuales la administracion de
guimioterapia de alta intensidad conferiria mas riesgo que beneficio, ademas de que estas alternativas
nos permiten dar un mejor tratamiento de soporte y calidad de vida. Dentro de estas opciones
contamos con dosis bajas de citarabina (LDAC), o agentes hipometilantes (HMA). Por lo general la LDAC
es bien tolerada y puede llegar a producir un rango de remision completa del 15-25 %, sin embargo la

supervivencia global que otorga esta opcidn es referida con una mediana de 5-6 meses. (5.20)

Se describen los diferentes esquemas utilizados durante la induccién en la tabla 4.

Tabla 4. Esquemas de quimioterapia utilizados en la induccidén a la remisién.

Esquemas de quimioterapia utilizados

Pacientes candidatos a quimioterapia intensiva

Terapia de induccion(todas las edades)(7+3) e 3d IV antraciclina:daunorrubicina por lo
menos a 60 mg / m? ,idarrubicina 12mg/m?, o
mitoxantrona 12 mg/m2 mas 7 d de
citarabina en infusion continua (100-

200mg/m?)

Pacientes no candidatos a quimioterapia

intensiva

Azacitidina e 75mg/m2,SC,d 1-7, cada 4 semanas, hasta la
progresion

Decitabina e 20mg/m2,1V,d 1-5, cada 4 semanas, hasta la
progresion

Dosis bajas de citarabina e 20mgc/12 h,SC, d 1-10, cada 4 semanas,
hasta la progresion, no se recomienda en
pacientes con riesgo genético adverso

Cuidados e Incluyendo hidroxiurea, para pacientes que no

pueden tolerar ninguna quimioterapia o que

Best supportive care s L .
no desean recibir quimioterapia
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1.6 GEN ABCB1 RESISTENCIA A DROGAS

1.6.1 GENERALIDADES

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 expulsién de sustancias nocivas, secreciéon de toxinas, movilizacién de iones vy
péptidos y sefializacion celular. Los genes ABCB se localizan en el brazo largo del cromosoma 7, banda
21.1(7921.1). El gen ABCB -1 codifica o 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 afios, se han descrito mas de 15

9-10).

polimorfismos del gen ABCB1. ¢

1.6.2 CARACTERISTICA DE LOS GENES DE RESISTENCIA A MULTIDROGAS

La multidrogoresistencia (MDR), mediada por multiples transportadores de farmacos ABC (ATP-binding
cassette), es un punto critico en el tratamiento de leucemia aguda. Estudios han demostrado que la
MDR intrinseca puede incrementarse debido a la expresion de perfiles génicos especificos y que la
expresion inducida por drogas de glucoproteina-P (P-gp) y otras proteinas de MDR pueden resultar en

resistencia adquirida. (21).

Multidrogo-resistencia contribuye al fracaso terapéutico en varias neoplasias hematoldgicas
principalmente cuando son tratadas con regimenes que contienen antraciclicos, alcaloides de la vinca o
epipodofilotoxinas los cuales son modulados en su concentracion intracelular por la glucoproteina p
170. Las células leucémicas resistentes a la quimioterapia de induccién conducen a refractariedad de la
enfermedad o recaida y en Ultima instancia a la muerte temprana del paciente *?. Su expresién se ha
establecido en una serie de adultos mayores portadores de Leucemia Mieloide Aguda, en donde su
sobreexpresion se ha relacionado con una baja tasa de remisiones completas *?De igual manera en
leucemia aguda linfoide los resultados mostraron altos niveles de genes ABCB1 y ABCG2, que fueron
4,5y 2,3 veces los niveles de donantes sanos, respectivamente. Un total de 52% de los pacientes del
estudio expresaron altos niveles de ABCB1 y se asociaron significativamente con el grupo de pacientes
de alto riesgo y una disminucién de la tasa de supervivencia a los 40 meses del 78%. Por lo que en esta
patologia la deteccion temprana de los niveles de expresidn génica ABCB1 podria ser importante para

el diagndstico y la monitorizacién de todos los pacientes. (36)

10
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La glucoproteina de permeabilidad (P-gp) fue identificada como el primer transportador ABC asociado
con la resistencia a drogas. Las tres proteinas mas estudiadas de MDR son P-gp, codificada por el gen
ABCB-1, la proteina 1 asociada a multidrogo resistencia (MRP1) y la proteina de resistencia asociada al
cancer de mama (BCRP o ABCG2). Los genes responsables de codificar para estas proteinas, asi como
otros genes codificantes de transportadores ABC adicionales se saben involucrados en la resistencia a

farmacos antineoplasicos.2%

Venditti y colaboradores demostraron que pacientes con LMA recién
diagnosticados quienes expresaron Bcl-2 y ABCB1 tuvieron una significativamente baja tasa de
remisién completa con terapia de induccién estandar que pacientes que expresaron solo alguna de

(25)

estas proteinas '>'. ABCB1 no es el Unico transportador MDR asociado con peor respuesta a la terapia

y sobrevida en leucemia aguda. (*2%%°3°)

Existen alternativas para inhibir la actividad de ABCB1 y otras bombas de expulsién de farmacos, por
ejemplo existen nuevos farmacos que pueden modificarse para no ser sustratos de P-gp y evadir su
expulsion. Algunos fdrmacos pueden hacerse mas lipofilicos y por lo tanto mas facilmente
internalizados, del mismo modo la encapsulacién de farmacos en liposomas puede ayudar a los
resultados contra MDR como se ha reportado con la doxorrubicina liposomal , estos métodos, los
cuales incrementan la permeabilidad pasiva lipidica de los compuestos y resulta en mejor difusién
pasiva previene el desarrollo de grandes gradientes de concentraciéon que pueden potencialmente
disminuir la resistencia debido a la expulsién por los transportadores sin importar si el compuesto es

sustrato o no (26,27,28)

. Dado el potencial impacto de MDR sobre la eficacia de la terapéutica
antineopldsica, esto es claramente un punto clave para ser considerado durante el desarrollo de

nuevos agentes terapéuticos.

11
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Leucemia Mieloide Aguda es una de las principales neoplasias hemato-oncoldgicas que se atiende en
los centros de referencia. Su importancia radica en la pobre supervivencia en conjunto con la pobre
respuesta al tratamiento. Desde 1943 el esquema de induccidn a la remisién 7+3 sigue como piedra
angular del tratamiento. Junto al advenimiento de nuevos blancos moleculares, moduladores
epigenéticos se espera mejorar los resultados. Desafortunadamente la resistencia a los diversos
farmacos se encuentra asociada directamente con la falla terapéutica. Muchos mecanismos se
encuentran implicados en la resistencia a los farmacos quimioterapeuticos pero tal vez la mas
conocida es la expresién de los genes de resistencia a multidrogas, dentro de ellos los mas estudiados
en leucemias agudas linfoides los genes ABCB 1 y ABCB 2. La expresion de estos genes codifica a
diversas bombas de flujo con mecanismo especifico para diversos farmacos. Por lo tanto el estudio de
la expresion de la glicoproteina P, en pacientes con diagnostico reciente de leucemia mieloide aguda,
podria ser un factor determinante de mal prondstico en esta enfermedad, el cual podria ser un factor
determinante para considerar los pacientes que de alto riesgo de no integrar remisién, de esta manera
valorar trasplante de médula dsea de primera intenciéon, ademas de cambios en el esquema
terapéutico.

12
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3. JUSTIFICACION

Conocemos que existe la expresidon de los genes ABCB1 en las diferentes enfermedades oncoldgicas
incluyendo la leucemia aguda. Su presencia o ausencia ha demostrado asociarse con una pobre
respuesta al tratamiento debido a que desarrolla un mecanismo de resistencia a los principales
farmacos empleados dando como resultado el fracaso de los mismos en cumplir su objetivo.
Consideramos necesario conocer la relaciéon que existe en nuestra poblacidn de los niveles expresion
de ABCBL1 vy la influencia de estos para alcanzar remision en los pacientes con diagnostico reciente de
Leucemia Mieloide Aguda.

4. HIPOTESIS

Si el gen ABCB1 se encuentra expresado en el diagndstico inicial de la leucemia mieloide aguda
entonces determinara una pobre respuesta al tratamiento con esquema de quimioterapia de induccién
a la remisién en base 7+3 al presentar criterios de falla terapéutica.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO PRIMARIO

Evaluar la expresion de los ABCB1 como falla terapéutica en la respuesta al tratamiento en los
pacientes con Leucemia Mieloide Aguda de Novo.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Determinar la frecuencia de presentacién de los ABCB1 en pacientes con diagndstico reciente
de leucemia mieloide aguda .

e Conocer el grupo de edad de mayor expresién de los ABCB1.

e Establecer el subtipo morfoldgico mas frecuente en la poblacién estudiada .

e Establecer relacion del ABCB 1 con falla terapéutica mediante la prueba OR

13
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6. METODOLOGIA

6.1 TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental, prospectivo, longitudinal, y analitico.

6.2 POBLACION Y TAMANO DE LA MUESTRA

Pacientes del Hospital General de México con diagndstico de novo de leucemia mieloide aguda que se
encuentren en el servicio de Hematologia Unidad 111 D.

6.2.1 TAMANO DE LA MUESTRA.

Se realiza el calculo de tamafio de la muestra en base a una proporcién, realizdndola con los datos
obtenidos de la experiencia institucional de la frecuencia de presentacién de la leucemia mieloide
aguda, en donde se estimd en base de la incidencia registrada en de LAM. Durante dos periodos se
registraron 250 casos de leucemia aguda, de los cuales 38 % (n = 95) correspondié a leucemia mieloide
aguday 62 % (n = 155) a leucemia linfoide aguda

N-Z2-p-(1-p)
n=— 2
e -(N-1)+Z,-p-(1-p)

El cdlculo de tamaiio final de la muestra corresponde a 52 individuos

6.3 CRITERIOS

6.3.1. INCLUSION.

e Pacientes mayores de 14 afios portadores de Leucemia Mieloide Aguda de novo
e Ambos géneros

e Que cuenten con consentimiento informado para el uso de sus muestras para el analisis de
material genético.

14
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6.3.2 EXCLUSION

e Pacientes portadores de Leucemia promielocitica aguda

e leucemia aguda en recaida tardia que requieran reiniciar el protocolo de diagndstico y
tratamiento

e No exista suficiente material genético que permita la amplificacién del gen o de cualquiera de
los genes constitutivos que se utilizaran

6.3.3 ELIMINACION

e Ausencia de registros médicos.
e Abandono o no aceptacion de tratamiento

6.4 . DEFINICION DE LAS VARIABLES A EVALUAR Y FORMA DE MEDIRLAS.

e Variable dependiente: Respuesta al tratamiento
e Variable independiente: Expresidn de los genes ABCB1 al diagnostico

CUADRO DE OPERACIONALIDAD DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION TIPO DE ESCALA DE VALORES
VARIABLE MEDICION
Expresion del los Identificada por RT-PCR Cuantitativa Continua Alto
ABCB1 Intermedio
Bajo
Remision Ausencia de mieloblastos en Cualitativa Nominal Si
Completa MO a las 4 semanas de Dicotdmica No

iniciado el tratamiento.
Menor al 5 % de blastos
Refractariedad al Presencia de mas 5 Cualitativa Nominal Si
tratamiento mieloblastos en medula ésea Dicotdmica No
a las 2 semanas de iniciado al
tratamiento

Muerte Ausencia de los signos vitales Cualitativa Nominal Si
Dicotomica No
Edad Tiempo que ha vivido una Cuantitativa Continua 0-100
persona desde su nacimiento
Sexo Condiciéon que distingue a cualitativa Nominal Hombre
hombres a mujeres Mujer
Leucocitos Conteo de leucocitos al Cuantitativa Continua 0-1.000.000
diagnostico
Deshidrogenasa Enzima catalizadora- Cuantitativa Continua 0- 1000 mg-dI
Lactica (DHL) marcador bioquimico

15
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7. PROCEDIMIENTO

Se incluyeron a pacientes mayores de 14 afios portadores de Leucemia Mieloide Aguda de novo,
atendidos en el Hospital General de México. Se seleccioné a todos los pacientes con diagndstico de
estirpe mieloide a excepcidén de la variante promielocitica. Se realizé el registro de las variables en
estudio y se documenté los resultados en el formato de captura. Posteriormente se analizd para
establecer relaciones. Se realizd frotis de medula 6sea al dia + 28 para analisis y determinar la
respuesta al tratamiento.

7.1 TOMA DE MUESTRAS

Para la extraccion de RNA, se realizd la toma de muestra de sangre periférica y/o medula ésea en 1
tubo de EDTA, la toma se realizd al momento del diagndstico, previo al inicio del esquema de
quimioterapia.

7.2 LINEA CELULAR (CONTROL POSITIVO)

Se llevd 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 el andlisis de expresién del gene ABC-B1.

7.3 SEPARACION DE LEUCOCITOS TOTALES

Se realizdé la separacidon de leucocitos totales por método de lisis de eritrocitos. Las muestras se
mezclarén en proporcién 1:5 con solucidn litica lo que causo lisis de eritrocitos, posteriormente se
incubd durante 5 minutos a 4°C y se centrifugd a 2000rpm por 5 minutos. Se elimind el sobrenadante
con posterior separacién del botén leucocitario, ademas de lavado con PBS 1X y centrifugacidon a
2000rpm por 5 minutos, posteriormente los leucocitos obtenidos fueron alicuotados en paquetes de
aproximadamente 1-2 x 10° células.

7.4 EXTRACCION DE RNA TOTAL DE LEUCOCITOS Y LINEA CELULAR

El RNA total se aisl6 mediante el uso de Solucién D (Chomczynski-Sacchi). Se procedié a homogeneizar
los paquetes celulares con 500 pL de Soluciéon D, con posterior incubaciéon por 60 minutos a 4°C. Se
agregd 150 pL de solucidén de &acido acético/acetato de sodio 2M, pH=3; 500 pL de solucidn de
fenol/agua (1:1); y 200 pL de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1);, se incubd en hielo durante 7
minutos, posterior centrifugacion a 12,000 rpm por 15 minutos a 4°C. Posteriormente se separd la fase
superior acuosa (RNA soluble) y se mezcld con etanol al 100%, incubando a -20°C por 1 hora, esto para
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precipitar el RNA. Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm por 20 minutos a 4°C; el botén obtenido
fue lavado con etanol al 75%, nuevamente se procedié a una centrifugacién a 7,500 rpm por 7
minutos a 4°C, terminada la misma se secé el botén a temperatura ambiente y se resuspendio en agua
inyectable. Finalmente se alineo incubando a 70°C por 10 minutos. Se guardd a -80°C hasta su posterior
uso.

7.5 DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD Y CUANTIFICACION DEL RNA

Para determinar la concentracidn y pureza del RNA total se midid la absorbancia a 260 y 280 nm de
longitud de onda en espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo Scientific, Genesys 10S UV-Vis). La integridad
del RNA se comprobd observando las bandas 18S y 28S del RNA ribosomal (rRNA) lo que confirmo la
integridad, esto mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 1% y corriéndolo en cdmara
de electroforesis durante 40 minutos a 70 volts.

7.6 SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO (CDNA)

El cDNA se sintetizo a partir de 2500 ng de RNA total a un volumen final de 20 pL. El RNA se mezcld con
1 uL de Oligo dT (PROMEGA, Madison WI, USA) y el volumen correspondiente de H20 inyectable; se
incubd a 70°C por 10 minutos. Luego se afiadid 5 pL de buffer (PROMEGA, Madison WI, USA), 3 uL de
dNTPs 10 uM (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) y 1 pL de transcriptasa reversa MML-V
(PROMEGA, Madison WI, USA), se incubo a 37°C por 50 minutos y para finalizar se inactivo la enzima
(MML-V) incubando la muestra a 70°C por 10 minutos.

7.7 QRT-PCR PARA EL GEN DE RESISTENCIA A DROGAS ABC-B1

Los niveles de expresion de mRNA de los genes ABCB1 (Hs01069047), ABCG2 (Hs0105379) y
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH; Hs00985689) usando el ensayo de expresion génica
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). El gen GAPDH se us6 como un control enddgeno,
y cada muestra se analizd por triplicado. Los niveles de expresion relativa se calcularon utilizando el
método 2-AACt con médula ésea como calibrador. Los puntos de corte de alta y baja expresion se

determinaron por los valores medios observados en donantes sanos. 7)
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8. ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizé el Software estadistico SPPS versién 20.0 (Chicago ILL, USA). Se realizé estadistica descriptiva
para la obtencién de la media y los diferentes rangos de las variables numéricas. Para la prueba de
contraste de hipétesis se realizé la prueba Ji - Cuadrado (X°) considerandose como significativo un valor
de p < 0.05 (95%IC). Para la diferencia de media de las variables cuantitativas (edad, cuenta de
leucocitos) se realizé la prueba T-student. Posterior a la obtencidn del valor de p, se establecié los
diferentes valores de Odds Ratio de las diferentes variables de riesgo (edad, valores de leucocitos,
nivel de expresion de ABCB1).

9. RESULTADOS

9.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Se estudiaron un total de 52 pacientes con diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda de novo, en su
mayoria correspondieron al género femenino (n=31, 59.6%) y el restante al género masculino (n=21,
40.4%). La media de edad fue de 44 afios (15-86 afios), siendo ligeramente mayor para el género
femenino (44 afos v 43 afos), sin encontrarse una diferencia estadistica entre los géneros
(p=0.720,95%IC). Al agrupar por edades, los pacientes contaban con menos de 35 afios (n=21, 40,4%),
seguidos por el grupo de 35 a 55 afios con (n=13, 25%), mas de 55 afios (n=18 ,34.6%). Este finalmente
fue uno de los principales puntos para considerar el tipo de Tratamiento en conjunto con su estado
funcional. El diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda se realizd tanto por los hallazgos morfolégicos
como por medio de la Citometria de flujo, dentro de los primeros la mayoria de los pacientes contaron
con Leucemias que combinaron caracteristicas monocitoides (M4, 61.5%), seguido de aquellas
Mieloides con diferenciacién (M2, 28.8%). En cuanto a la Citometria de flujo, la mayor parte de los
pacientes expresaron en su blastos la presencia de CD13+, CD14+, CD33+, CD34+ (n=33, 63.5%) y solo
2 casos expresaron MPO (n=2, 3.8%). Ningun caso expreso en conjunto marcadores linfoides. En cuanto
a las principales alteraciones genéticas identificadas, el 44.2 % contaron con un cariotipo normal
(n=23, 44.2%) y solo en un caso se detecté hiperdiploidia. Debido a la falta de desarrollo del cariotipo,
no se pudo realizar la clasificacidon en cuanto a riesgos. Dentro de los parametros de la hematimetria,
la media de hemoglobina fue de 7.7 g/dl (4-12.7) con una media de Leucocitos de 48.95 x 103/mcl
(0.2-456 x 103/mcl) y de 47 x 103/mcl para las plaguetas (3 — 228 x 103/mcl). El resto de los
parametros clinicos como de laboratorio se describen en la TABLA 5.0
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Tabla 5. Caracteristicas Generales de los Pacientes

9. REsuLTADOS [

Caracteristicas de los casos (n=52)

N = (%)

Género
Masculino
Femenino

Edad (afios)
Menos de 35 afios
35- 55 afios
Mayores de 35 afios

Leucocitos (x 10°/mcl)
Menores de 35 x 10®/mcl
35-100 x 10°*/mcl
Mayores de 100 x 10°/mcl

Hemoglobina (g/dL)

Plaquetas ( x 10%/mcl)

DHL (UI/L)
Valor menor de 350 UlI/L
Valores mayores de 350UlI/L

Variedades morfolégicas (FAB)

M1 (sin diferenciacion)

M2 (con diferenciacion)

M4 (Mielo-monaocitoide)

M5 (Monocitoide)

M7 (Megacarioblastica)

Subtipos acorde a las variantes morfoldgicas
Mieloides

Mielo-monocitoides

Cuenta de Blastos en MO al diagndstico
<40%

40-60%

>60%

Cariotipo
Citogenetica normal
Hiperdiploidia
No crecimiento

21 (40.4)
31 (59.6)

21 (40.4)
13 (25)
18 (34.6)

35(67.3)
10 (19.2)
07 (13.5)

Media (rango)
7.76 (4-12.7)

Media (rango)
47.21(3-228)

23 (44.2)
29 (55.8)

02 (3.8)
15 (28.8)
32 (61.5)
02 (3.8)
01 (1.9)

18 (34.6)
34 (65.4)

16 (30.8)
06 (11.5)
30(57.7)

23 (44.2)
01 (1.9)
28 (53.8)
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Tratamiento
Esquema 7 +3 (dosis standard)
Esquema 7+3 (dosis reducida)
Citarabina Subcutanea
Otros esquemas reducidos

Intensidad del tratamiento
Intensidad estandar
Intensidad reducida

Nivel de expresion de RNAm ABCB1
Expresion baja
Expresion Alta
Expresion Ausente

Tipo de Respuesta Global
Remisién completa
Remisién Parcial
Refractaria
Muerte en aplasia
Muerte indeterminada
Agrupacion de los casos acorde a la respuesta
RC + RP (Respuesta global)
Falla de tratamiento (Refractaria + muerte)

43 (82.7)
02 (3.8)
06 (11.5)
01 (1.9)

43 (82.7)
09 (17.3)

18 (34.6)
19 (36.5)
15 (28.8)

25 (48.1)
03 (5.8)
10 (19.2)
12 (23.1)
02 (3.8)

28 (53.8)
24 (46.2)

9.2 EXPRESION DEL GEN DE RESISTENCIA ABCB1 Y SU ASOCIACION CON LAS

VARIABLES CLINICAS

La expresion de la glicoproteina P (ABCB1) se realizé mediante la deteccion de m RNA en sangre

periférica al momento del diagndstico. Acorde a la expresién y en comparacion con los individuos

sanos se clasifico a los pacientes en expresidn baja, ausente o elevada. La mayor parte de los pacientes

contaba con sobre expresion al momento del diagndstico (n=19, 36.5%) seguido de aquellos con

expresion baja (n=18, 34.6%) y ausente (n=15, 28.8%). La asociacién de los diferentes niveles con las

variables clinicas se describe en la TABLA 6.0
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Tabla 6. Asociacidon de la expresion de ABCB1 con las diferentes variables clinicas

Variables clinicas BAJO ALTO NEGATIVO

Género

Masculino 08 (38.1) 06 (28.6) 07 (33.3)

Femenino 10(32.3) 13 (41.9) 08 (25.8)
Grupos de edad

Menos de 35 aiios 08 (38.1) 06 (28.6) 07 (33.3)

35 a 55 aiios 05 (38.5) 03(23.1) 05 (38.5)

Mayores de 55 aiios 05 (27.8) 10 (55.6) 03 (16.7)
Tipo de intensidad del tratamiento

Esquema 7 +3 17 (39.5) 12 (27.9) 14 (32.5)

Esquema de baja intensidad 01(11.1) 07 (77.8) 01(11.1)
Cuenta de leucocitos (x 103/mcl)

Menos de 35 x 103/mcl 11 (31.4) 13 (37.1) 11 (31.4)

36- 100 x 103 /mcl 06 (60.0) 01 (10.0) 03 (30.0)

Mas de 100 x 103/mcl 01 (14.3) 05 (71.4) 01 (14.3)
Nivel sérico de DHL (UlI/L)

Menos de 350 Ul 08 (34.8) 08 (34.8) 07 (30.4)

Mas de 350 Ul 10(34.5) 11(37.9) 08 (27.6)
Variante morfoldgica

Mieloides 06 (33.3) 08 (44.4) 04 (22.2)

Mieloide-Monocitoide (M4,M5) 12 (35.5) 11(32.4) 11(32.4)
Porcentaje de blastos en MO (%)

<40 % 03 (18.8) 09 (56.2) 04 (25.0)

40 - 60% 03 (50.0) 02 (33.3) 01 (16.7)

>60% 12 (40.0) 08 (26.7) 10 (33.3)
Respuesta al Tratamiento
General

Respuesta (RC + RP) 13 (46.4) 03 (10.7) 12 (42.9)

Falla al tratamiento 05 (20.8) 16 (66.7) 03 (12.5)
Particular

Remision completa (RC) 12 (48.0) 01 (4.0) 12 (48.0)

Remision parcial (RP) 01 (33.3) 02 (66.7) 00 (00.0)

Refractaria 00 (00.0) 09 (90.0) 01 (10.0)

Muerte en aplasia 04 (33.3) 06 (50.0) 02 (16.7)

Muerte indeterminada 01 (50.0) 01 (50.0) 00 (00.0)
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Al analizar la expresion del gen ABCB1, se realizé una agrupacion entre la sobreexpresién con la
expresion ausente, en comparacion con la expresiéon baja (semejante a los individuos sanos). Al realizar
el contraste de hipdtesis aquellos pacientes que mostraron una expresiéon disminuida mostraron una
mayor tasa de Respuestas globales (p= 0.049, 95% IC). Dentro de la asociacion del nivel de expresion
con las condiciones clinicas aquellos pacientes por encima de los 55 afios fueron los que mostraron
una mayor expresion de ABCB1 (55.6%) al igual que en aquellos con conteos por encima de los 100x
103/mcl (71.4%). Esto sugiere que la sobre expresion del gen ABCB1 se asocia directamente con la
edad vy esta puede estar incrementada en especial en aquellos pacientes con hiperleucocitosis.

9.3 EVALUACION DEL TRATAMIENTO Y FALLA TERAPEUTICA

La parte principal del tratamiento se basé en el esquema 7+3, la intensidad del tratamiento se
establecié principalmente por la edad y en el estado funcional de los pacientes. El esquema de
intensidad normal 7 + 3 (Citarabina 100mg/m2 durante 7 dias plus Daunorrubicina 60 mg/m2 durante
3 dias) se inicié en 43 pacientes (n=82.7%), un total de 6 pacientes recibié dosis de Citarabina de
manera subcutanea como esquema de baja intensidad al igual que a dos casos se les redujo la dosis
del esquema habitual (3.8%). Solo un paciente recibié un esquema de dosis altas de Citarabina. Todos
los esquemas de baja intensidad, tanto de manera subcutanea como de reducciéon de dosis se
administraron en los pacientes por encima de 55 afios y que se encontrara comprometido su estado
funcional. El restante de los casos recibieron el esquema 7+3.

9.3.1 RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN PACIENTES CON SOBREEXPRESION DE
ABCB1

Posterior al inicio de la terapia de induccidon se valord la respuesta al tratamiento considerandose la
recuperacidn tanto de los pardmetros de la biometria hematica como la disminucién de la cifra de
blastos en médula ésea. Acorde a esto se clasifico a los pacientes en diferentes tipos de respuesta. Un
total de 25 pacientes (48.1%) contaron con criterios de Remisién Completa, mientras que 3 pacientes
(n=5.8%) se consideraron como Respuesta Parcial. En cuanto a las leucemias refractarias, un 19.2%
(n=10) mostraron resistencia al primer esquema de tratamiento, mientras que un 26% (n=14)
fallecieron durante la etapa de induccion a la remisidén (12 casos por muerte en aplasia y 2 casos por
muerte indeterminada). En general un 53.8% de los pacientes conto con algun tipo de respuesta (RC
plus RP) y un 46.2% (n=24) se consideré como falla a tratamiento (refractariedad o muerte).
Asociando con la edad, la mayor parte de los pacientes que mostraron una falla al tratamiento fueron
por encima de los 55 afios (n=12/18, 66.7%) seguidos de los pacientes entre 35-55 afios (n= 5/13,
38,5%) y aquellos menores de 35 afios (n=7, 7/14, 33.3%). El tipo de tratamiento también influencio
en la respuesta ya que aquellos pacientes que fueron sometidos solo a una terapia de baja intensidad
(citarabina SC, reduccidn de la dosis del esquema 7 +3) presentaron una mayor tasa de falla terapéutica
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(Citarabina SC: n=4/6, 66.7%, esquema 7 + 3 reducido: n=1/1, 50%). En cuanto a la expresion alta de
ABCB1 mostro tener una asociacion directa con falla terapéutica al contar con una p =0.049**. El resto
de las variables clinicas y su asociacidn con la falla terapéutica se presentan en la Tabla No.7.

Tabla 7. Analisis univariado de las diferentes variables clinicas sobre la falla terapéutica

Variables clinicas Respuesta teraF;éljtica VaI(;r de OR Rango
Edad >55 afios (%) 6 (33.3) 12 (66.7) 0.031** 3.666 1.097-12.25
Edad >35 afios (%) 14 (45.2) 17 (54.8) 0.107 2.428 0.768-7.673
Variantes monocitoides (M4, M5) 20 (58.8) 14 (41.2) 0.243 0.560 0.176-1.775
DHL >350Ul/L 14 (48.3) 15 (51.7) 0.267 1.666 0.549-5.055
Leucocitos > 35 x 103/mcl 09 (52.9) 08 (41.7) 0.580 1.055 0.330-3.372
Leucocitos > 100 x 103/mcl 02 (28.6) 05 (71.4) 0.151 3.420 0.598-19.55
Quimioterapia de Baja Intensidad 03 (33.3) 06 (66.7) 0.161 2.777 0.621-12.60
Expresion alta de ABCB1 15 (44.1) 19 (55.9) 0.049** 3.293 0.950-11.30

9.3.2 IMPACTO DE LAS VARIABLES CLINICAS EN PACIENTES MENORES DE 55

ANOS
Dentro del andlisis general de las diferentes variables sobre el riesgo de refractariedad tanto la edad
por encima de los 55 afios como la sobre expresion del gen de resistencia ABCB1 impactaron sobre la
respuesta (RC + RP) durante el primer mes de tratamiento. Posteriormente al dividir los casos en
cuanto a la edad (55 afios) se valord el impacto de las diferentes variables. En cuanto al tratamiento
todos los pacientes por debajo de los 55 afios recibieron la dosis integra del esquema 7+3. Enla Tabla
8 se describe el impacto de las diferentes condiciones clinicas sobre el éxito del tratamiento. Solo la
cuenta de leucocitos por encima de 100x 103/mcl mostré un mayor OR sobre la falla terapéutica
semejante al andlisis general (OR 4.2, 0.339-52.98) pero considerando que solo 3 casos mostraron
cuenta de leucocitos por encima de 100 x 103/mcl. En cuanto a la expresidn elevada de ABCB1, a pesar
de no ser significativo en este grupo de pacientes el OR fue considerable (OR 2.5, 0.529-11.81) a
diferencia de otras situaciones clinicas como la cuenta de leucocitos, el nivel de lactato
deshidrogenasa.
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Tabla 8.0 Impacto de las variables clinicas en pacientes menores de 55 afios

Respuesta al Tratamiento Significancia

Variables clinicas Respuesta teraF:cIéI:tica \;a;:r OR Rango
Variantes monocitoides(M4,M5) 16 (69.6) 07 (30.4) 0.315 0.525 0.119-2.311
DHL > 350Ul/L 12 (60) 08 (40.0) 0.377 1.676 0.385-7.209
Leucocitos > 35 x 103/mcl 06 (66.7) 03 (33.3) 0.610 0.889 0.177-4.443
Leucocitos > 100 x 103/mcl 01 (33.3) 02 (66.7) 0.580 4.200 0.339-52.98
Expresién alta de ABCB1 12 (57.1) 09 (42.9) 0.292 2.500 0.529-11.81

9.3.3 IMPACTO DE LAS VARIABLES CLINICAS EN PACIENTES MAYORES DE 55

ANOS
El siguiente analisis se enfocd en aquellos pacientes por encima de 55 afos, este grupo de pacientes
recibidé en su mayoria quimioterapia de baja intensidad, principalmente dosis de Citarabina subcutanea
o variantes reducidas del esquema 7 + 3. A diferencia del grupo por debajo de los 55 afios los
pacientes mayores mostraron una mayor tasa de falla terapéutica en el grupo que mostré sobre
expresion de la ABCB1 (76.9%). En la tabla 9 se describe a este grupo. A su vez la expresion elevada al
momento del diagndstico se asocié con una mayor falla terapéutica y con el mayor OR dentro del
subgrupo por encima de los 55 afios (OR 5.00, 0.555-45.39). Variables como la cuenta de leucocito no
mostraron un impacto significativo semejante a las diferentes variantes morfoldgicas. Solo la elevacion
de la Lactato deshidrogenasa representd un factor de riesgo (OR 2.8) pero no tan relevante como la
sobreexpresion de ABCB1 (5.00).

Tabla 9. Impacto de las variables clinicas en pacientes mayores de 55 afos

. Respuesta al Tratamiento . Significancia

Variables clinicas Respuesta ter::;_ljtica \:ia;(;r OR Rango
Variantes monocitoides (M4,M5) 04 (36.4) 07 (63.6) 0.570 0.560 0.176-1.779
DHL > 350Ul/L 02 (22.2) 07 (77.8) 0.310 2,800 0.360-21.72
Leucocitos > 35 x 103/mcl 09 (52.9) 08 (47.1) 0.563 1.050 0.330-3.372
Leucocitos > 100 x 103/mcl 01 (25.0) 03 (75.0) 0.593 1.666 0.135-20.57
Expresién alta de ABCB1 03 (23.1) 10(76.9) 0.176 5.000* 0.555-45.39
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10. DISCUSION

Desde 1973 la piedra angular en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda continlda siendo el
esquema a base de antraciclinas y analogos de las pirimidinas conocido como el esquema de induccién
a la remisién 7+3%°" El cual a pesar el advenimiento de nuevos blancos moleculares que incluyen
anticuerpos monoclonales, farmacos modificadores de alteraciones epigenéticas entre otros, persiste
como la primera linea de tratamiento ® ** En una revisién realizada por Dohner et al, en la cual se
realizé el andlisis de diferentes ensayos clinicos, no se ha logrado demostrar que el uso de éstos logre
una superioridad en cuanto a supervivencia global.

Es bien conocido que la sobre expresion de genes de resistencias a drogas impactan en el pronéstico de
pacientes con diagndstico de leucemia aguda, puesto a que la mayor parte de agentes
guimioterapéuticos son sustratos de canales transportadores como son el ABCB1 y ABCB2. Olarte y
colaboradores en estudios de leucemia Linfoblastica identificaron que tanto la expresidn de los ABCB1
como ABCB 2 constituyen un factor independiente para la falla terapéutica (fallo al integrar remision),

ademas de ser un factor independiente para presentar recaida. (34)

En una cohorte brasilena de 109 pacientes Scheiner y colaboradores describieron que la expresion del
ABCB1 no mostrd impacto en la respuesta a la terapia de induccidn de la remision, sin embargo la
expresiéon del ABCB1 del grupo que no logro integrar remisién fue mayor que la del grupo de pacientes
con remision completa (p = 0,04). La supervivencia global (OS) fue significativamente influenciada por
CR (p = 0,0001). Teniendo como conclusiones de su revisién que los polimorfismos en el gen ABCB1 y
los niveles de expresion de ABCB1 podrian ser Utiles para identificar el prondstico en pacientes con
LMA. 0

Olarte y colaboradores, evaluaron la expresion del gen MDR-1 (ABCB1)en 22 pacientes con Leucemia
Aguda Mieloide, se encontré la expresion del gen MDR-1(ABCB1) en el 27.3% (6/22) de los pacientes.
En el andlisis estadistico, se encontrd correlacion (p = 0.009) de la expresion del MDR-1 con la actividad

del padecimiento de base posterior al tratamiento de Induccién (leucemia refractaria).

Dentro de los hallazgos de nuestra poblacion analizada la expresion de niveles altos del gen ABCB1 en
los pacientes con LAM de novo, se relacioné de manera directa con la falla terapéutica ( p =0.049** ).
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El grupo de pacientes mayores a 55 afios los niveles de expresion fuerén mayores, si bien lo mencionan
varias revisiones como la realizadas por Kantarjian y colaboradores ©%**#*? g| tratamiento del adulto
mayor deberia ser individualizado. Como se menciond previamente dentro de nuestra institucién la
mayoria de pacientes reciben esquemas de alta intensidad, debido a la falta de acceso a medicamentos
que en la actualidad se encuentran indicados como manejo de primera linea en este grupo como son

los agentes modificadores de alteraciones epigenéticas (farmacos hipometilantes).

En conclusion la expresién de ABCB1 en pacientes de reciente diagnéstico de leucemia aguda mieloide
es un factor que se relaciona con la falla terapéutica al esquema de primera linea, estos resultados son
una base importante para continuar con esta linea de investigacion y valorar si en cohortes de mayor
tamafio estos siguen siendo reproducibles, ademas de continuar con el seguimiento de estos pacientes
a lo largo del tiempo para valorar su importancia como factor de prondstico y su relacién con la
supervivencia global; asi una vez identificado el gen, referir a los pacientes para la realizacién de
trasplante de progenitores hematopoyéticos o que puedan ingresar a protocolos de estudio en los
cuales puedan acceder a nuevos blancos terapéuticos.
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