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RESUMEN GENERAL DEL PROYECTO

El tratamiento actual de la leucemia aguda consiste esencialmente de un complicado e
intensivo régimen de quimioterapia (Vincristina, Doxorrubicina, Prednisona y Metotrexato, por
citar algunos de los esquemas mas utilizados), llegando en algunos casos al trasplante de
médula 6sea. A pesar del tratamiento, la curacién es de tan solo el 10 al 30%. El clorhidrato
de Metformina es una biguanida que desde el 2006 se ha demostrado su utilidad para el
tratamiento del cancer. Este proyecto se fundamenta en la evidencia clinica y basica de la
adicion del clorhidrato de Metformina a un régimen de quimioterapia estandar en pacientes
portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda. Debido a que la resistencia a drogas esta
mediada por diferentes transportadores de flujo localizados en la membrana y para su
funcionamiento se requiere el uso de energia, la adicion de Metformina puede mejorar el

prondstico en pacientes los cuales sobre expresan este transportador.

Objetivo. Identificar el efecto de adicionar Clorhidrato de Metformina sobre el pronéstico en
pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda y su asociacién con los niveles de expresion

del gen de resistencia ABCB1

Resultados del ensayo clinico. De los 123 pacientes estudiados, a supervivencia global a
700 dias fue del 43% con una supervivencia libre de enfermedad del 47%. Los pacientes
que recibieron la adicion del clorhidrato de Metformina mostraron una menor tasa de

recaidas en comparacion con el grupo de quimioterapia (6.5%versus 17.1%).

Resultados del estudio basico. Se estudiaron 102 pacientes, 26 recibieron tratamiento con
Metformina plus quimioterapia y 76 casos solo con quimioterapia. Los pacientes con sobre
expresion del gen ABCB1 mostraron una menor supervivencia en comparacion con
aquellos con niveles de expresion bajos (p=0.030). La adicion de Metformina mejoro el

prondstico en especial en pacientes con alta expresion del gen ABCB1 (p=0.025).

Conclusién. La combinacion de Metformina al régimen de quimioterapia reduce el
porcentaje de recaidas en especial en pacientes que sobre expresan el gen de resistencia
a drogas ABCB1.



PARTE |. MARCO TEORICO
1.0 ASPECTOS GENERALES DE LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es una neoplasia la cual acorde a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se encuentra englobada dentro de las neoplasias de
precursores linfoides (1). Para su diagndstico se requiere tanto de hallazgos morfolégicos
en conjunto con los marcadores detectados mediante citometria de flujo o por biologia
molecular. El pronéstico de los pacientes ha mejorado drasticamente gracias al
entendimiento de la biologia molecular y la deteccion de diversos blancos moleculares
principalmente inhibidores de cinasa de tirosina, al igual que la inmunoterapia (2). El
tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda consiste actualmente en la combinacion de
multiples agentes de quimioterapia, inmunoterapia, inhibidores de cinasa de tirosina y en
caso de contar con un donador HLA-compatible ser sometidos a un trasplante de

progenitores hematopoyéticos (3,4).
1.1 EPIDEMIOLOGIA.

La incidencia acumulada de la Leucemia Linfoblastica Aguda 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 (5). En un estudio reciente publicado por Dores y
colaboradores basandose en los registros desde el 2001-2007 en los Estados Unidos,
estimaron que la incidencia de LLA en poblacién hispana es mayor que en la poblacion no
latina (IR=10.2) (6). En México, acorde al registro mundial de Cancer (Globocan, 2008) la
incidencia acumulada de leucemia es de 6.3 casos por 100,000 personas, con una tasa de
mortalidad de 4.8/100,000 personas (7). Acorde al Registro Histopatoldgico de Neoplasias
Malignas, en el 2002 se registraron 1720 casos de LLA por encima de la Leucemia Mieloide
Aguda con 944 nuevos casos, concluyendo que la prevalencia de LLA es mayor en
comparacion de otras regiones alrededor del mundo (8). En el Hospital General de México,
un centro de referencia Nacional para la atencion de Leucemias Agudas establecido en la
Ciudad de México se observo en dos periodos de tiempo con intervalos de 16 afios que la

LLA es la variante que se atiende con mayor frecuencia de (62% versus 38%) (9).



1.2 PRONOSTICO GENERAL Y ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO.

Alrededor del mundo, la mayoria de los pacientes con Leucemia son atendido mediante
diferentes regimenes de quimioterapia, pero con la introduccién de nuevos agentes
(inmunoterapia, inhibidores de cinasa de tirosina) o la modificacion quimica de
medicamentos ya existentes (farmacos pegilados) se han mejorado drasticamente el
pronéstico de este tipo de casos (10). En América Latina la mortalidad asociada a la
leucemia ha disminuido especialmente en poblacion pediatrica, pero desafortunadamente
estos datos no se han reproducido en la poblacion adulta (11). El porcentaje de Remisiones
Completas (RC) en adultos es superior al 85% pero con una supervivencia a 5 afios por
debajo del 50% en la mayor parte de la poblacién alrededor del mundo. En gran medida
estos resultados son debido a que cerca del 75% de los pacientes adultos presentan
marcadores de mal pronéstico al momento del diagndstico, comprometiendo la
supervivencia libre de enfermedad a solo un 25% a 5 afios (12). En nuestro pais Arteaga
y colaboradores en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutriciébn Salvador
Zubiran describieron los resultados de una cohorte de seguimiento (n=40) entre 2003 -2007.
El porcentaje de remisiones completas fue de 78% para los pacientes tratados con el
protocolo institucional 0195 y 85% para aquellos tratados con el protocolo Hyper-CVAD. La
mediana de la supervivencia libre de enfermedad fue de 11.6 meses con una supervivencia
global de 15 meses (13). En el Hospital General de México, Ramos y colaboradores
presentaron los resultados de 2 cohortes de estudio entre el 2007-09, siendo el porcentaje
de Remisiones Completas del 61 y 51% respectivamente, con una supervivencia global y

supervivencia libre de evento a 2 afios de 32 y 30% respectivamente (14).

La estrategia general de tratamiento consiste en una etapa de induccién a la remisién, una
etapa de post-induccion, una etapa de intensificacion o consolidacion en la que se incluye
la profilaxis a Sistema Nervioso Central y una etapa de prolongada denominada
mantenimiento (15). Los farmacos utilizados de forma mas frecuente en la etapa de
induccién a la remision incluyen esteroides (Prednisona, Prednisolona, dexametasona),
Vincristina, antraciclinas (Daunorrubicina) y Asparginasa en especial en pacientes
pediatricos y adolescentes. Farmacos como la Ciclofosfamida, Citarabina y Mercaptopurina
se utilizan generalmente en la etapa de post-induccién. La etapa de post-induccién consiste
principalmente en la rotacion secuencial de diferentes farmacos que combinan ciclos de
dosis altas de quimioterapia con la finalidad de identificar los casos que se pueden

beneficiar mediante un trasplante de progenitores hematopoyéticos (16). Posterior al



tratamiento estandar de 2 a 3 afios se realiza la suspensién electiva de tratamiento.
Agquellos que permanecen en Remision Completa por encima de los 4 a 5 afios se
consideran curados (17). Algunos grupos multidisciplinarios han establecido estrategias
semejantes a protocolos de poblacion pediatrica como el protocolo italiano GIMEMA
ALLO0288 el cual incorpora un esquema de pretratamiento con esteroides en conjunto a un
régimen de induccion de 4 farmacos. A pesar de dicha estrategia el porcentaje de recaidas
fue del 60% (18).

1.3 PRONOSTICO POSTERIOR A UNA RECAIDA.

Cerca de un 25% de los pacientes seran refractarios al primer esquema de tratamiento y el
resto contaran con una supervivencia libre de enfermedad por debajo del 40% (19-22).
Alrededor del 50% de los pacientes presentaran una recaida dentro de los primeros 5 afios
de tratamiento encontrandose relacionado directamente con anormalidades citogenéticas
de mal prondstico o por el tipo de riesgo (23,24). Fielding y colaboradores reportaron en
2007 la experiencia de un estudio prospectivo en pacientes con recaida a médula 6sea del
protocolo MRCUKALL12/ECOG 2993, la supervivencia global posterior a la recaida fue 7
% a 5 afios, siendo tanto la edad al momento de la recaida como duracién de la primera
remisién completa los principales factores para una buena respuesta para el tratamiento de
rescate (25). Semejante a esto Oriol y colaboradores del grupo PETHEMA en su ensayo
prospectivo, longitudinal evaluaron la supervivencia de 263 adultos posterior a la primera
recaida medular. La supervivencia global registrada posterior a la recaida fue de 4.5 meses
(95% IC, 4 -5 meses) con una supervivencia global a 5 afios de 10% (95%IC, 8-12%).
Coincidiendo con Fielding los principales factores de buen prondstico posterior a la recaida
fueron la edad menor de 30 afios y una mayor duracién de la primera remision completa
(26). En nuestro pais existen pocos registros de los resultados de los diferentes protocolos
de recaida. En el Hospital General de México, en un estudio retrospectivo evaluamos los
resultados de los diferentes protocolos de recaida (IDA-FLAG, Hyper-CVAD, protocolo
institucional 2,3,5) registrandose un total de 15% de Segundas Remisiones Completas

(2RC) y una supervivencia promedio de 113 dias (27).



2.0 METFORMINA Y CANCER.
Caracteristicas generales de la droga

La Metformina es una biguanida ampliamente utilizada para el tratamiento de la Diabetes
Mellitus tipo 2 (28). Derivada de la hierba Galega officinalis, la Metformina fue desarrollada
originalmente como una estrategia terapéutica en Paris, su estructura fue identificada
inicialmente en Edinburgh y sintetizada para su uso por primera vez en 1922 en Dublin (29).
Metformina o Glucophage por su nombre comercial original (devorador de glucosa) se
encuentra disponible para el tratamiento de la Diabetes Mellitus No Dependiente de Insulina
(DMNID) desde la década de los afios cincuenta (30). De forma general su estructura
guimica se caracteriza por tener dos grupos metilo (CH3) unidos a un nitrégeno del nucleo
biguanida. Su absorcion es de 1 -3 horas a través del tracto digestivo, pudiendo llegar a 6
horas. La biodisponibilidad es entre 50-60%. La dosis méxima con 500mg cada 12hrs/dia
0 1gr dosis Unica es de 3.25mcg/ml. Su volumen de distribucion es de 9.9 litros. Muestra
una unién nula a proteinas y cuenta con una excrecion en un 90% renal. El tiempo de
eliminacion media es de 4 — 8 horas (31). La estructura quimica del clorhidrato de

Metformina se presenta en la Figura 1.0

Phenformin

Cf%ﬂf«'.ﬁi W
officinalls y Mitochcndrial
fod ' matrix
Figura 1.0 Metformina y sus derivados {Buformina y Phenformina) sintetizada de la planta Galega
Officinalis (Lirio Francés) y su blanco celular principal (mitocondria). Tomado de Ramos vy

colaboradores. Usefulness of Metformin in Cancer Treatment: Teaching New Tricks to an Old Dog.
Endocrinol Diabetes Obes.2016; 4(1): 1078.
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Usualmente se administra en conjunto con los alimentos o inmediatamente después de
ellos, la dosis méxima diaria es de 3.0gr; dosis mayores generan el riesgo de desencadenar
acidosis lactica por lo que dosis superiores a 1gr se administran de forma fraccionada
(32,33). A pesar de que el principal evento adverso asociado a la Metformina es a nivel
gastrointestinal, siempre se considera a la acidosis lactica como uno de los de mayor riesgo
de muerte. Recientemente Renda y colaboradores evaluaron en su serie de 10 afios de
seguimiento la frecuencia de acidosis lactica en pacientes tratados con Metformina, el

18.2% de todos los eventos adversos serios fue asociado a acidosis lactica (34).

2.2 RELACION ENTRE METFORMINA Y LA PREVALENCIA DE CANCER EN
PACIENTES DIABETICOS

Gran parte de los conocimientos del efecto antitumoral de la Metformina fueron identificados
de diversos estudios de cohorte de pacientes diabéticos asociados inicialmente este
beneficio a su mecanismo de accién principal que es la activacién de la cinasa de AMP
(AMPK) (35). Dentro de los estudios en humanos, Monami y colaboradores reportaron en
su estudio de casos y controles la reduccion de la incidencia de cancer en aquellos
pacientes los cuales fueron expuestos a Metformina (periodo de seguimiento de 75.9
meses) en comparacion con aquellos con uso de otras drogas hipoglucemiantes (OR 0.46
[95% CI 0.25 -0.85] (36). Semejante a este estudio, Liao y colaboradores en una cohorte
de pacientes diabéticos evalu6 el riesgo relativo de padecer cancer colorrectal con los
diferentes tratamientos para diabetes. El RR para aquellos que usaron sulfonilureas fue de
3.56 (95% IC, 2.02 — 6.72) en comparacion a aquellas mujeres diabéticas que utilizaron
Metformina (0.42, 95% IC, 0.28 — 0.64) (37). Bodmer y colaboradores en un estudio de
casos —controles en pacientes diabéticos que utilizaron Metformina o sulfonilureas para
determinar el riesgo de padecer cancer de pancreas encontraron que el uso de Metformina
se asocio a un decremento en el OR de padecer cancer de en comparacion de aquellos
gue utilizaron insulina (OR: 0.43 versus 2.29, IC 95% 0.23- 0.80 y 1.32- 2.74
respectivamente) (38). Este mismo autor, pero en una serie similar de cancer de ovario
concluyeron que el uso de Metformina se asocio a una tendencia de disminucién del riesgo
de padecer cancer de ovario (OR,0.61,95% IC 0.3 -1.25) (39). Datos semejantes ya habian
sido presentados por Bowker y colaboradores en 2006 en alrededor de 10,309 casos de
pacientes diabéticos. Los pacientes que utilizaron Metformina mostraron un menor riesgo

de carcinogénesis en comparacion con aquellos que utilizaron sulfonilureas (RR 1.3 [95%
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IC, 1.1 -1.6}; P=0.001) (40). En otro estudio de la misma cohorte del Hospital Universitario
de Alberta, Bowker y colaboradores identificaron que también el tiempo de exposicion ya
sea a Metformina, sulfonilureas o insulina, se asocio con el riesgo de carcinogénesis. En
dicho estudio retrospectivo encontraron que el riesgo relativo para el desarrollo de cancer
en pacientes con insulina fue de 2.22, mientras que para aquellos que utilizan Metformina
el Riesgo Relativo fue de 0.8 (95% IC 0.65- 0.98) (41).

2.3 METFORMINA Y LINEAS CELULARES DE CANCER.

Acorde a las conclusiones del Consenso de Diabetes y Cancer realizado en la ciudad de
Nueva York en el 2012, se establecié que la Diabetes es un estado de riesgo para el
desarrollo de cancer. A pesar de que algunos efectos benéficos continian en debate, existe
un consenso de que Metformina cuenta con un efecto protector para la aparicion de cancer
(42). Posterior a los diferentes estudios observacionales en pacientes diabéticos, la mayor
parte de los mecanismos descritos en cancer derivan de los hallazgos en lineas celulares
(43).

El principal mecanismo de accién asociado al clorhidrato de Metformina es la inhibicién de
la accion mitocondrial mediante la obstruccion de sus mecanismos de obtencion de ATP
mediante el bloqgueo de la AMPK (del inglés AMP protein-kinasa), incrementando los
niveles de AMP y bloqueando la expresion de factores de diferentes factores de
transcripcion y transportadores celulares (factores de Yamanaka: OCT4, KLF4, SOX2,
cMyc), recientemente se ha reportado que también regula la expresién de diferentes
microRNAs (miRNA) que influyen con la expresion de diferentes factores de transcripcion
como FOXO o CREB (44). Este efecto sobre los miRNA ya ha sido descrito por Feng y
colaboradores en la linea celular HCT 116 (cancer de colon) en donde la adicion de
Metformina y fluoracilo (5-FU), incrementaron los niveles del gen supresor de tumores

Spry2 mediante la supresion del micro RNA-21 (mir-21) (45).

Finalmente, el principal mecanismo se ha centra en la inhibicion de procesos celulares que
consumen energia mediante la activacion via AMPK. De forma normal AMPK fosforila a
TSC2 estimulando la GTPasa reduciendo la actividad de la via mTOR (indispensable para
supervivencia celular) (46). La asociacion de la activacion de la AMPK sobre las diferentes

vias de sefializacion celular se describe en la Figura 2.0
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Figura 2.0 Efectos del clorhidrato de Metformina sobre diferentes vias de sefislizacion celular (mTOR, JAK-STAT, MEK 1/2, ERK
1/2). Tomado de Ramos y colaboradores. State of the art: Metformin, cancer and Leukemis. Rev Hematol Mex 2015:16:168-178.

Otros mecanismos asociados son la reduccion la sintesis de proteinas y la gluconeogénesis
en la célula tumoral (47). Dicho efecto no solamente se ha descrito en células tumorales
sino también a células las cuales muestran cambios neoplasicos tempranos (48). Esto fue
corroborado por Memmott y colaboradores en 2010 en un ensayo en ratones a los cuales
se le expuso al carcinégeno de tabaco 4-methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)- 1-butanona y
fueron tratados posteriormente con Metformina.

En dicho modelo in vivo, Metformina activo a AMPK inhibiendo la via mTOR, pero en
pulmén, Metformina inhibio la fosforilacion del factor de crecimiento semejante a la insulina
(IGF-1R/1R), Akt y la via ERK (del inglés extracelular signaling factor) (49). Xie y
colaboradores reportaron el efecto de la adicion de Metformina sobre lineas de cancer de
endometrio. La adicién del farmaco aumento la expresion del receptor de progesterona el
cual es regulado por el factor de crecimiento semejante a la insulina (50). La fosforilacion

de mTOR también ha adquirido importancia ya que esta incrementa la traducciéon de
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diversas proteinas que codifican reguladores del ciclo celular como lo son c-Myc y la ciclina
D1 (51). Otros efectos que se han descrito son sobre proteinas relacionadas a la activacion
de AMPK como lo es LKB1(serine/theronine kinase 1) (52). Al analizar los efectos en la
membrana celular Rozengurt y colaboradores describieron en células de cancer de
pancreas que la adicion de Metformina al cultivo celular inhibe la actividad de los receptores

acoplados a proteinas G asociados al receptor semejante a la Insulina IGF-1 (53).

2.4 Metformina y quimioterapia.

Petrushev y colaboradores describieron recientemente en células de cancer de higado el
efecto de Metformina en conjunto con quimioterapia. Tanto de forma unitaria como en
conjunto con quimioterapia, Metformina incremento el stress oxidativo celular mediante un
incremento en la peroxidacion de lipidos disminuyendo el nivel del glutation reducido (54).
Soritau y colaboradores en glioblastoma multiforme estadios 11l y IV evaluaron el efecto de
la adicion de Metformina y temozolomide (TMZ) encontrando que en 6 de 8 casos mostro
un efecto benéfico para el control del crecimiento tumoral (55). Los diferentes efectos del

clorhidrato de Metformina sobre las células tumorales se describe en la Figura 3.0
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Figura 3.0. Principales efectos antitumorales del Clorhidrato de Metformina acorde a los
diferentes mecanismos de oncogénesis. Tomado de Ramos y colaboradores. Metformin a
Kind weapon for more civilaized times. Med Int Mex.2015; 31: 719- 732

En el servicio de Hematologia del Hospital General de México se realizé ensayos en la linea
celular maligna MOLT-4 de leucemia Linfoblastica Aguda T, adicionando a los cultivos
celulares clorhidrato de Metformina (datos aun no publicados). Por medio de citometria de
flujo se evalud el ciclo celular. Demostrando que la adicion del clorhidrato de Metformina a
una concentracién de 40mM inhibe el crecimiento celular a las 120 horas y bloquea el ciclo
celular principalmente en la fase GO/G1. Las gréficas de ciclo celular y de proliferacion se
describen en la Figura 4.0.
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Figura 4.0. Efecto de la adicion del clorhidrato de Metformina en la linea celular de leucemia T MOLT4: Secuestro celular (Figura de
lado izquierdo) en G0/G1, reduccion en la viabilidad celular (Inferior y superior derecho). Tomado de Ramos y colaboradores. Effect of
Metformin to a pretreatment with steroids in adult patients with acute lymphoblastic leukemia and in the viability of the MOLT-4 cell line. MED.UIS.
2014;27(1):221-228.

Posteriormente al adicionar el clorhidrato de Metformina a dosis de 850mg tres veces al dia
a pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de novo en la etapa de pretratamiento con
esteroides (dias -7 al dia -1) incremento la cifra de Respuestas Temprana a Esteroides en
comparacion con nuestro registro histérico (27 versus 56%) (56). Otras de las vias de
sefalizacién implicadas con la resistencia y la proliferacién celular es la via RAS/Raf ya que
tanto su sobre expresion como su mutacion se encuentran expresadas en una gran
cantidad de lineas celulares de cancer (cancer de seno, cancer de préstata, células
hematopoyéticas) (57). Recientemente Iglesias y colaboradores (reporte en trdmite de
publicacion) en su reporte de linea celular de cancer endometrial, la adicion de Metformina
redujo considerablemente el acoplamiento de la forma activa de K-Ras a la via de
sefializaciéon MAPK.

Los principales mecanismos involucrados en la actividad de la Metformina tanto

dependiente como independiente al mecanismo de la insulina se describen en la Figura 5.0
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Figura 5.0. Vias implicadas con la accion de Metformina (dependientes o independientes a la insulina). Tomado de Ramos y colaboradores.

Papel de la Metformina en el tratamiento del cancer. DOI: http://dx.doi.orz/10.21840/sic/153355

3.0 Importancia de la deteccion de los genes de resistencia a drogas

Una de las principales caracteristicas de las células tumorales son la expresion de diversos
transportadores celulares que contribuyen a la resistencia a la quimioterapia. Estos
transportadores se codifican por la expresion de diversos genes de resistencia a drogas,
los tumores que expresan una mayor cantidad de transportadores son los sarcomas
indiferenciados, carcinoma hepatocelular, linfoma nasal de células Natural-Killer, cancer de

seno, cancer de células germinales, y las leucemias (58-60).

Esta resistencia contribuye al fracaso terapéutico en especial cuando los pacientes son
tratados con regimenes que contienen antraciclinas, alcaloides de la vinca o
epipodofilotoxinas los cuales su concentracion celular es regulada por la glucoproteina p170
(Pg170) el cual es producto del gen de resistencia a drogas (del inglés MDR-1/ ABCB1). En
leucemias la resistencia al tratamiento se relaciona directamente con las supervivencias de

los pacientes (61).
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El papel de estos genes en el tratamiento de las Leucemias Agudas se ha explorado en
especial en poblacion pediatrica determinando que este factor se comporta de manera
independiente sobre el riesgo tanto de recaida como de falla terapéutica temprana. (62).
Semejante a esto  su expresion se ha establecido en una serie de adultos mayores
portadores de Leucemia Mieloide Aguda, en donde su sobreexpresion se relacion6 con una

baja tasa de remisiones completas (63).

3.1 Caracteristica de los genes de Resistencia a Multidrogas

La familia de los Genes de Resistencia a Drogas pertenece a una familia 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) esto 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 expulsibn de sustancias nocivas, secrecidon de toxinas,
movilizacion de iones y péptidos y sefalizacién celular. Los genes MDR se codifican en el
brazo largo del cromosoma 7, banda 21.1 (7g21.1). El gen MDR-1 codifica 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 polimorfismos
del gen MDR1, el méas relevante de ellos, por su progresion clinica, es el polimorfismo
C3435T del exdon 26 del gen, el Unico que se correlaciona con un fenotipo de menor
expresion de la proteina en la membrana de la Glicoproteina P. La Glicoproteina P
constituye un sistema de desintoxicacion natural que se expresa en varios tejidos normales,
como higado, intestino delgado, rifién, placenta, células endoteliales del sistema nervioso
central y testiculo (64-65). Se han reportado como sustratos antitumorales de la gp-P170 a
los alcaloides de la Vinca, Vincristina y Vinblastina; Antraciclinas como Daunorrubicina y
Doxorrubicina; Epipodofilotoxinas como Etopdésido y Tenopdsido; Inhibidores de tirosina

cinasa como Imatinib (67).

La Resistencia a Drogas (MDR) esta mediada por multiples transportadores de farmacos
ABC (ATP-binding cassette). Numerosos farmacos antineoplasicos, incluyendo agentes

comunmente utilizados en leucemia aguda, como son Doxorrubicina, Vincristina,
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mitoxantrona y Metotrexato han mostrado ser substratos de esta glicoproteina-P generando
la expulsion a través de proteinas de flujo. Mdltiples estudios clinicos han demostrado esta
asociacion sobre la respuesta terapéutica (68-69).

La glucoproteina de permeabilidad (P-gp) fue identificada como el primer transportador ABC
asociado con la resistencia a drogas, pero después se han identificado muchos mas
transportadores adicionales que confieren resistencia a una gran variedad de farmacos. Las
tres proteinas mas estudiadas de MDR son P-gp, codificada por el gen MDR-1, la proteina
1 asociada a Multidrogas resistencia (MRP1) y la proteina de resistencia asociada al cancer
de mama (BCRP o ABCG2), los cuales han sido demostrados en estudios de lineas
celulares neoplasicas que median mecanismos primarios de MDR. 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.

Los 48 genes codificantes de los transportadores ABC estan subdivididos en 7 familias, A-
G, y un gran numero de proteinas codificadas por la familia B y C en particular se ha
demostrado que confieren resistencia a través de la expulsion del farmaco, altamente

importantes en cancer.

Numerosos estudios han demostrado que la MDR intrinseca puede incrementarse debido
a la expresién de ciertos perfiles génicos. Por ejemplo, la expresion de genes MDR
incrementada (MDR1 y ABCG2) fue asociada con peor sobrevida global en un estudio de

perfil de expresion génica de adultos con leucemia mieloide aguda (70-72).

Transpertadores de la Familia ABC (protzinas de acoplamiento a ATP ) y su relacion con la resistencia a la quimioterapia.

Gen Froteina Papel con la Resistencia Principales substratos

ABCA2 ABC2 Transportador de medicamentos Estramustina, Mitoxantrona

ABCA3 ABC3 Secuestro de drogas lisosomales Doxerrubicina Daunorrubicina, Imatinib

ABCEB1 MDR1 Transporte de medicamentos Alcaloides de la vinca, antraciclinas, Etopdsido,
Imatinib, Mitoxantrona, Metotrexato

ABCE4 PGY3 Transportador de fosfodil colina Vinblastina, Doxorrubicina

MDR3 Secuestro de sales biliares

ABCBS ABC18 Transportador de medicamentos Fluorouracil, Doxorrubicina

ABCE11 SPGP Transporte de sales biliares Paclitaxel

ABCB1 MRP1 Transporte de drogas Alcaloides de la vinca, antraciclinas, Etoposido

ABCC2 MRF2 Transporte de drogas, fiujo de aniones Alcaloides de la vinca, antraciclinas, Etoposido

ABCC4 MRP4 Transportador de nuclectidos Irinotecan, tiopurina, Metotrexato

ABCCS MRP5 Transportador de nucleotidos Tiopurina, cisplatino, Metotrexato

ABCCA MRFG Transportador de drogas Antraciclinas, Etoposido, gemcitabina

ABCC10 MRPT Transportador de drogas Alcaloides de |a vinca, taxanos

Cuadro 1.0. Principales transportadores de Ia familia de genes ABC (proteinas de acoplamiento de ATP) y su relacion con los diferentes
farmacos utilizados como quimioterapia.

Estudios individuales han evaluado polimorfismos especificos de MDRL1 y expresion de P-

gp en leucemias agudas, con resultados inconsistentes. En un estudio, no hubo un efecto

19



significativo sobre la resistencia a drogas mediada por P-gp en pacientes con leucemia
aguda asociados con uno de los polimorfismos MDR1 C3435T, G2677T o T-129C (74);
mientras en otros estudios el polimorfismo C3435T fue asociado con peor prondstico en
nifos, con linfoma linfoblastico (27); sin embargo, en otro estudio, el genotipo C/C y G/G de

C3435T se asocio con una alta probabilidad de remisién completa (75).

La principal técnica utilizada para el analisis de la expresién del gen MDR1 es la Reaccién
de Cadena de Polimerasa tanto en punto final como en tiempo real. Su sobreexpresion se
ha asociado a una pobre respuesta tanto en pacientes adultos principalmente con Leucemia
Mieloide Aguda (76). Otras pruebas como la prueba de hibridacién fluorescente in situ se
ha utilizado también para evaluar la expresion de BCRP (ABCG2) en pacientes con
leucemias agudas (77). Otras técnicas utilizadas para el andlisis de estos genes al igual
gue el comportamiento de los transportadores que codifican son tanto la expresion
vesiculas membranales (78,79) o mediante un inmunoensayo de electroforesis por
capilaridad (80,81). Entre las nuevas estrategias de deteccion se encuentra el uso de micro
arreglos, en cuanto a los genes de resistencia la medicion de la actividad resistente se ha
realizado mediante la actividad de AKT1. Otra técnica novedosa estudiada para evaluar la
actividad de transporte mediada por P-gp incluye el uso de pruebas marcadas con galio
(82) y tomografia computada por emision de fotones individuales (SPECT) (83). En cuanto
a su farmacodinamia, al analizar el comportamiento de los diferentes farmacos y la
resistencia a drogas, aquellas con un flujo semejante a la Rodamina 123, se correlaciono
con una elevada expresion de P-gp, logrando predecir la falla de respuesta terapéutica en
pacientes con Leucemia Mieloide Aguda (84). Finalmente, tanto el SPECT como la
Tomografia por Emision de Positrones PET son herramientas Utiles para seleccionar el
tratamiento Optimo para pacientes que demuestren un fenotipo particular de resistencia a
drogas (85).

La técnica de deteccion estandar es la Reaccién de Cadena de polimerasa (RT-PCR), pero
a pesar de ser uno de los métodos de evaluacion mas convenientes para valorar la
expresion del gen de resistencia a drogas la correlacion de diferencias en la magnitud de
expresion de miRNA de MDR con diferencias en niveles de proteinas y funcion de MDR.
Aungue una evaluacién mediante micro arreglos de una proteina ahora es capaz de
realizarse muchos datos han requerido demostrar una relacién entre los niveles de

proteinas y su funcionalidad. Las evaluaciones de la funcionalidad, como son rodamina
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123 y flujo de Doxorrubicina, y el conteo celular fluorescente y la evaluacion basada en

vesiculas membranales pueden directamente reflejar actividad MDR (86).

Muchos estudios clinicos han demostrado una asociacion entre la expresion de P-gp, o la
funcién/actividad de P-gp, y la respuesta al tratamiento o la sobrevida en leucemias agudas
(87-90). Vendita y colaboradores demostraron que pacientes con LMA recién
diagnosticados quienes expresaron Bcl-2 y P-gp tuvieron una significativamente baja tasa
de remisiébn completa con terapia de induccién estandar que pacientes que expresaron solo

alguna de estas proteinas (91).

P-gp no es el Unico transportador MDR asociado con peor respuesta a la terapia y sobrevida
en leucemia aguda. En Leucemia Mieloide, la expresion del gen BCRP (ABCG2) también
se ha asociado a una pobre respuesta terapéutica tanto en poblacion adulta (92-95) como
pediatrica (96,97).

La su vez la expresion de MRP1, MRP2, MRP3, MRP5 y MPR6 mostraron una asociacion
con una baja supervivencia libre de recaida tanto en nifios como adultos portadores de LLA
(98). En otros estudios la expresion de MRP3 se asoci6é con peor prondstico en nifios con
LLA (99).

Numerosos estudios han reportado asociacion positiva entre polimorfismos génicos MDR1
especificos y respuesta y/o resultados al tratamiento (100). Por ejemplo, en LMA un estudio
de 405 pacientes de los polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs) del gen MDR1 —
C1236T, G2677T y C3435T- demostraron que, aunque el genotipo C/C de C3435T estuvo
asociado con baja expresién de MDR, fue también significativamente asociado con alta
probabilidad de recaida y peor sobrevida global (101). Numerosos estudios también han
reportado ausencia de asociacion entre el genotipo y la respuesta o los resultados, por
ejemplo, Van der Holt y colaboradores reportaron no asociaciones entre genotipos de
MDR1 C1236T, G2677T o C3435T y expresion de P-gp y funcidén en células leucémicas,
expresion de MDR1, tasa de RC o sobrevida en un andlisis de 150 pacientes mayores de
60 afios con LMA (102). Un andlisis de 53 pacientes con LLA no identificaron una asociacion
entre el polimorfismo MDR1 C3435T y el prondstico en LLA (103).

Los efectos de las variantes genéticas en los transportadores de drogas asociadas con
consecuencias fenotipicas son aun controversiales, ya que se han reportado resultados

contradictorios.
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Existen inhibidores de la P-gp considerados como de primera generacion, entre ellos se
incluyen verapamilo (104), quinina (105) y ciclosporina (106). La adicion de quinina a la
terapia con Citarabina y mitoxantrona en pacientes con sindrome mielodisplasico de alto
riesgo resulta en mejoria en la sobrevida global en pacientes P-gp positivos y en pacientes
con LMA de mal pronéstico ciclosporina mas Daunorrubicina y Citarabina resulta en mejoria
en la sobrevida global (107). Otros inhibidores considerados de segunda generacion han
demostrado mejores resultados entre ellos se encuentra el valspodar, un anélogo de
ciclosporina, demostré solo limitada evidencia de beneficio en términos de remision
completa o sobrevida global en pacientes con LMA (108). La tercera generacion ha sido
designada como selectiva para la inhibicién de los transportadores con alta afinidad para
los transportadores y bajas interacciones farmacocinéticas (109). Zosuquidar restablece la
susceptibilidad a las drogas en lineas celulares leucémicas que expresan P-gp e
incrementan la citotoxicidad de antraciclinas en blastos de LMA con actividad primaria P-gp
(110). Otros son tariquidar, imidazol, pero desafortunadamente los hallazgos de estudios
clinicos de estos agentes no han reflejado necesariamente los datos prometedores hallados
en los estudios preclinicos posiblemente debido a multiples factores incluyendo la presencia
en un paciente de multiples mecanismos de MDR, la tolerabilidad a los inhibidores MDR y

la pobre farmacocinética de estos inhibidores (111).

Multiples agentes antineoplasicos novedosos han mostrado tener propiedades inhibidoras
contra P-gp y otras proteinas con actividad MDR. Inhibidores de farmesiltransferasa y tirosin
cinasa han demostrado la capacidad de revertir MDR. Tipifarnib, lapatinib, erlotinib, nilotinib
inhiben la actividad de expulsion de P-gp y BCRP (112). Sildenafil ha mostrado que inhibe
la funcion transportadora de P-gp y BCRP y estimula su actividad ATPasa y por lo tanto
sensibiliza a las células MDR a los farmacos quimioterapéuticos (113). La sobrexpresion de
MDR1 inducida por Doxorrubicina en células de LMA HL-60 ha sugerido estar regulada por
el sistema de la ciclooxigenasa, particularmente COX-2, lo que indica un papel potencial

para inhibidores de la COX-2 en aminorar la resistencia inducida por la quimioterapia (114).

Otras alternativas con un potencial efecto benéfico sobre el bloque de los genes de
resistencia a drogas es poder inhibir la expresion de genes mediante el mecanismo de
silenciacion incluyendo el uso de oligonucleétidos anti sentido, regulacién transcripcional y
terapia dirigida hacia los ribosomas (115-118). La regulacién obtenida mediante la

silenciacion del gen ha mostrado ser eficaz en modelos in vitro, mediante oligonucle6tidos
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anti sentido, resultando en una disminucion del nivel de expresién de P-gp, indicando la

reversibilidad del fenotipo de MDR en células leucémicas (119, 120).

Existen alternativas para inhibir la actividad de P-gp y otras bombas de expulsion de
farmacos. Algunos farmacos pueden hacerse mas lipofilicos y por lo tanto son
internalizados mas facilmente, del mismo modo la encapsulacion de farmacos en
liposomas puede ayudar a los vencer los efectos de la resistencia en la membrana como
se ha reportado con la Doxorrubicina liposomal (121) y con la Vincristina encapsulada por
liposoma (122), estos métodos, los cuales incrementan la permeabilidad pasiva lipidica de
los compuestos y resulta en mejor difusidon pasiva previene el desarrollo de grandes
gradientes de concentracién que pueden potencialmente disminuir la resistencia debido a

la expulsion por los transportadores sin importar si el compuesto es sustrato o no (123-124).
4.0 Metformina y su asociacién con los genes de resistencia a Multidrogas

Los genes de resistencia a Multidrogas se encuentran asociados no solamente a la
expulsién de los farmacos ya que su funcionamiento se encuentra regulado estrechamente
por diferentes vias de sefializacion siendo en su mayoria asociadas al Factor Nuclear
Kappa- B. Debido a que su funcién es en gran medida mediada por energia mediante el
consumo de ATP, diversas hipétesis sugieren que su regulacion se encuentra
estrechamente ligada tanto al consumo como a la produccién de energia. Glazer y
colaboradores en 1994, establecieron una asociacion directa en un modelo de cancer de
seno, donde la expresion de MDR1 es regulada mediante una cinasa dependiente de AMP
(cAMP), su exceso se relacion6 directamente a una mayor expresion de los genes MDR
(125). En un modelo posterior, este grupo también establecié que al utilizar un inhibidor
selectivo de la cinasa dependiente de AMP (PKA) se redujo la actividad de MDR1,
sugiriendo que dichos inhibidores pueden bloquear el fenotipo de resistencia (126). Estos
hallazgos también se replicaron en otras lineas celulares. Scala y colaboradores utilizaron
otra estrategia basada en un analogo de la AMPc, el 8-CI-cAMP, al utilizarse sobre lineas
celulares de céncer logro una disminucion en la actividad metabdlica mediada por AMPc
causando una regulacién negativa de MDR1 (127). Otros modelos in vitro han utilizado
células tumorales resistentes a quimioterapia. Parissenti y colaboradores evaluaron un
inhibidor farmacoldgico de AMPc en la linea células MCF-7 de cancer de seno la cual es
resistente a la doxorrubicina. Dentro de los resultados y en comparacion con el grupo
control la densidad del crecimiento tumoral fue menor en aquellas células a las que se les

adiciono el inhibidor sugiriendo que el bloqueo de MDR1 por algun inhibidor puede ser una
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estrategia viable para vencer la quimio-resistencia (128). Otros inhibidores reversibles e
irreversibles se han intentado para el manejo de la resistencia a drogas, pero con diversos
resultados. Otros inhibidores experimentales como el XR9576 también se han utilizado
para su manejo de la resistencia a drogas siendo selectivo y con una duracién considerable,

mejorando la sensibilidad a agentes como el paclitaxel (129).
Proteinas inhibidoras de la apoptosis y su interaccién con la Metformina

Dentro de otros mecanismos implicados son la asociacion a otras proteinas implicadas en
diversas vias de sefializaciéon como PI3K. Una de las proteinas mas complejas es la
survivina (survivina de sus siglas en inglés), esta proteina se encuentra implicada
principalmente dentro de mecanismos inhibidores de la apoptosis, siendo una familia
completa de genes que se encuentran activos tanto en estado normal como en estados
patolégicos. Su papel principal es en mecanismo de mitosis (130), principalmente en la
etapa G2/M inhibiendo la actividad de la caspasa 7 (131). Durante el desarrollo tumoral, la
relacion de la expresion de survivina se encuentra expresada de manera inversa, diversas
mutaciones sobre la survivina también se han asociado al crecimiento tumoral (132). La
inhibicion de la apoptosis esta mediada por una porcion de la proteina que se conoce como
dominio de unién a las proteinas de apoptosis (BIR), la cual inhibe directamente a la
actividad de las caspasas (133). A pesar de que existen pocos farmacos que inhiben a la
survivina, algunos investigadores han intentado el uso de farmacos derivados de plantas.
Uno de ellos es la silibinina, esta proteina derivada de los flavoporinoides disminuye de
manera selectiva su expresion induciendo la activacion de diversas caspasas,
principalmente en neoplasias de vejiga (134). Otros autores han sugerido que el efecto
inhibitorio de estos flavoporinoides es principalmente sobre el bloqueo de G1, pero la
principal etapa en G2 es mediada por el bloqueo de pCdc25c (SER216), Cdc 25c, pCdc
(Tyr15), Cdc2 y la ciclina B1 (135). Otros mecanismos los cuales se encuentra asociado
la survivina es mediada por la via PIBK/AKT. Yang y colaboradores evaluaron que
interacciones que existe de survivina con las diferentes vias de sefializacién entre ellas
SDF1/CXCR4 en conjunto con la via PISK/AKT (136). La via PIBK/AKT interfiere también
con la via MEK/ERK mediada por la via SDF-1. Liao y colaboradores evaluaron en células
de glioblastoma dichas interacciones concluyendo que la regulacion de la survivina se
encuentra mediada por la via MEK/ERK vy la via PISK/AKT (137). Lesan y colaboradores
basandose en los efectos de Metformina sobre la via PI3BK/AKT consideraron los efectos

posibles sobre Metformina en la expresidn de la survivina. En su modelo celular en células
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de céncer gastrico evaluaron el efecto de la adicibn de Metformina ya que disminuye los
niveles de mRNA de survivina, mTOR, Akt, pero dentro de su modelo celular aprecié de
manera interesante un efecto antagénico de la Metformina sobre cisplatino sugiriendo que
dicha combinacion no es util para vencer la resistencia a drogas (138). Hang y
colaboradores evaluaron el bloqueo de la survivina sobre AMPK/mTOR y su interaccién con
la Metformina. Dentro de su modelo, la sobre expresion de la survivina disminuye la
sensibilidad celular a la Metformina (139).
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Planteamiento del problema

La Leucemia Linfoblastica Aguda es una de las principales variantes de cancer que se
atienden en los Hospitales de América Latina, pero a diferencia de los pacientes pediatricos
la supervivencia en adultos es aun limitada. Este prondéstico se debe al elevado porcentaje
de recaidas en especial durante el primer afio de tratamiento. Hasta el momento, los
mayores avances en el tratamiento de la LLA del adulto son en el campo de la
inmunoterapia, ya sea especifica como el anti-CD20 (Rituximab) o Bi-especifica
(Blinatumomab). Esta estrategia se encuentra limitada solo a ensayos clinicos o debido a
Su costo solo se encuentra limitado a algunos pacientes. La estructura del tratamiento de
las Leucemias se basa en un primer tratamiento quimioterapico que requiere del uso de
tres farmacos durante la etapa de induccién (esteroides, alcaloides de la vinca,
antraciclinas) estos se administran de manera secuencial durante el primer mes de
tratamiento y en general la mayor parte de los protocolos de tratamiento consiguen mas de
un 80% de remisones completas. La resistencia a estos farmacos se asocia a una falla
terapéutica inicial limitando las opciones terapéuticas. Muchos mecanismos se encuentran
implicados en la resistencia a los farmacos quimioterapico, pero tal vez la mas conocida es
la expresion de los genes de resistencia a Multidrogas (MDR1). Estos genes codifican
diversas bombas de flujo cuya funcién es mantener la homeostasis celular mediante la
introduccion como la expulsion de diferentes compuestos que pueden generar un dafio
celular considerable. Su expresién normal es en todas las células del organismo incluyendo
aquellas que han mutado a alguna variante de cancer, pero de manera normal la mayor
parte de las familias de transportadores se encuentran distribuidos en la barrera
hematoencefalica, placenta, rifién y los canaliculos biliares. El clorhidrato de Metformina es
una droga antidiabética ampliamente utilizada principalmente para el tratamiento de la
Diabetes Mellitus Tipo 2 No Insulina dependiente y en muchos paises es considerada la
primera eleccion de tratamiento. Acorde a esto, en el Reino Unido cerca del 83.6% de los
individuos con Diabetes Mellitus tipo 2 son tratados con Metformina mientras que en
Estados Unidos se encuentra entre las diez drogas mas prescitas. Desde hace méas de 10
afos diversos estudios han demostrado su eficacia en otro tipo de indicaciones como lo son
la reduccion de peso, el manejo del ovario poliquistico e inclusive para retardar algunas
enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento. A pesar de ser una droga
de uso regular en la mayor parte de los servicios médicos para el control inicial de la
Diabetes o Pre-diabetes aun existen factores que pueden alterar su eficacia como son su

uso en pacientes con alteracion en su funcionamiento renal o incluso errores en la
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dosificacion. A pesar de ser uno de los farmacos mas utilizados alrededor del mundo, su
mecanismo antitumoral es cada vez mas complejo. Posterior a los resultados de los
estudios observacionales en pacientes diabéticos, partiendo de la cohorte de pacientes de
la comunidad de Tayside en Escocia, se concluyd que aquellos pacientes que son tratados
mediante clorhidrato de Metformina muestran una menor probabilidad de desarrollo de
algun tipo de céncer. Inclusive aquellos pacientes que desarrollaron cancer y se
encontraban bajo un tratamiento con Metformina, la posibilidad de metéstasis fue mucho
menor al diagnéstico. Posterior a estos hallazgos la mayor parte de las investigaciones de
Metformina y Cancer se basaron tanto en diferentes lineas celulares de cancer como
coadyuvante en pacientes en etapas avanzadas. Dentro de las principales conclusiones el
clorhidrato de Metformina demostré un efecto antitumoral directo en las diferentes lineas
celulares considerando que el principal mecanismo es mediante la activacion de la via
AMPK, generando un desgaste energético celular y de manera secundaria bloqueando
diversas vias de vias de sefializacion como la via mTOR. En conjunto estos mecanismos
sugieren que el clorhidrato de Metformina previene la supervivencia de la célula bloqueando
los mecanismos normales de apoptosis y supervivencia causando finalmente la muerte
celular por el agotamiento de las reservas energéticas celulares. En resumen, la mayoria
de los ensayos invitro coinciden que el clorhidrato de Metformina genera un arresto en el
ciclo celular principalmente de GO/G1, lo que permite considerar que si cuenta con un
mecanismo antitumoral directo. El tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda requiere
la combinacién de drogas como lo son los esteroides, los alcaloides de la vinca y las
antraciclinas. A inicios de la década Pan y colaboradores publicaron el efecto de la adicion
de clorhidrato de Metformina (500 Mm) en cultivos de linfoblastos de pacientes sometidos
a un tratamiento mediante el esquema Hyper-CVAD como esquema de induccion,
demostrando que su adicién disminuye la capacidad de resistencia a farmacos como lo son
las antraciclinas incrementando su eficacia. Nuestro grupo evalué el efecto de la adicion
de Clorhidrato de Metformina a una dosis de 850mg PO cada 8hrs en conjunto con el
tratamiento de quimioterapia en pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda,
mejorando el porcentaje de Remisiones completas (81.3 % [n = 61] versus 70 % [n = 14]))
y reduciendo el porcentaje de recaidas a médula 6sea (47.9 % versus 25 %). Esto sugiere
gue el uso de Clorhidrato de Metformina puede mejorar el rendimiento de los diferentes

esquemas terapéuticos para el tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda.

28



Justificacion.

El tratamiento moderno de la Leucemia Linfoblastica Aguda combina diferentes drogas,
algunas de ellas basadas principalmente en la eliminacion de los mecanismos de
reparacion celular induciendo apoptosis acelerada. Los mecanismos de resistencia
tumoral incluyen alteraciones moleculares especificas como son la activacion de genes
como el Cromosoma Philadelphia o la Leucemia de Linaje Mixto (MLL) o inclusive factores
inherentes al huésped como lo son polimorfismos de algunas enzimas implicadas en el
metabolismo de farmacos como la 6-merpactopurina o el Metotrexato, transportadores
implicados en la absorcion y excrecidon de algunos farmacos (OCT-1) o la expresion de
transportadores en la membrana celular que eliminan rapidamente al farmaco expulsandolo
y reduciendo su actividad. Uno de los principales genes que codifica a un transportador de
flujo dependiente de ATP es ABCB1 (MDR1) el cual se encuentra asociado a la resistencia
principalmente de farmacos como lo son las antraciclinas y los alcaloides de la vinca. Su
sobre expresién se ha asociado a la resistencia en una gran diversidad de tumores
incluyendo las leucemias agudas. En el Hospital General de México, se analizo la
asociacion de la expresion de los diferentes niveles de expresion del gen ABCB1 sobre la
respuesta al tratamiento en pacientes con diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda
identificando que semejante a otro tipo de tumores, los pacientes que sobre expresaron el
gen mostraron una menor respuesta al tratamiento en comparacion con aquellos que lo
expresaron semejante a los controles sanos (140). Al estudiar los diferentes mecanismos
de accion, la mayor parte incluye la activacion de AMPK o el bloqueo de vias de
sefializacién como PI3K/AKT/ mTOR, pero son pocos los estudios que consideran una
relacion directa con la resistencia a medicamentos. Debido a que el agotamiento energético
celular inducido por la activaciéon de la AMPK es el principal mecanismo de accién del
clorhidrato de Metformina, es posible al disminuir los nivele de ATP puedan disminuir la
actividad de las diferentes bombas de resistencia a Multidrogas, las cuales dependen en su
mayoria del uso de ATP. Este tipo de bombas utilizan energia para su funcionamiento por
lo que diversos investigadores han evaluado los mediadores involucradas, siendo hasta hoy
la via del AMPc la mas reconocida (141). Glazer y colaboradores en 1994 mediante un
modelo celular de cancer de seno establecieron una asociacion positiva entre la actividad
de la cinasa dependiente de AMPc (PKA) y la expresion de los MDR1(142). Este mismo
grupo, pero en un modelo diferente corroboré sus datos al utilizar un inhibidor selectivo de
PKA logrando una reduccion en la actividad de MDR1, evitando asi el fenotipo de

resistencia (143). Parissenti et al obtuvo los mismos resultados al usar inhibidores de PKA
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en la linea células MCF-7 de cancer de mama resistente a la doxorrubicina (144).
Recientemente Wu y colaboradores en la linea celular HepG2 de hepatocarcinoma
identificaron que Metformina reduce la expresion de MDR1 mediante el bloqueo de la
transcripcién del factor nuclear kB (NF- kB) (145). Aunque otros investigadores sugieren
que esta inhibicion de MDR1 no es exclusiva de Metformina, sino que otras drogas
antidiabéticas como la glicazida y pioglitazona cuentan con esta misma propiedad (146).
Acorde a esto es posible considera que al adicionar Clorhidrato de Metformina al
tratamiento quimioterapico de pacientes portadores de LLA, mejore el prondstico de manera

independiente de los niveles de expresiéon del gen ABCBL.
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Hipotesis

Debido a que el clorhidrato de Metformina ha demostrado diversos mecanismos que
contribuyen tanto al bloqueo de vias de sefializacion implicadas en la proliferacion celular
como en la apoptosis su uso se ha extendido no a solo el tratamiento de la Diabetes Mellitus
no Insulina dependiente sino como tratamiento coadyuvante de las diferentes situaciones
relacionadas al cancer (primera linea, refractariedad, radioterapia, inmunoterapia). El
tratamiento de los pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda se basa en la
combinacion de diferentes farmacos como lo son las antraciclinas, los alcaloides de la vinca
y las epipodofilotoxinas los cuales son sustratos del gen ABCB1 por lo que el uso de
medicamentos como lo son el clorhidrato de Metformina pueden mejorar el rendimiento de
las diferentes quimioterapias al mostrar un efecto sobre la expresiéon o funcion de las
diferentes bombas de flujo. Ya dentro de los mecanismos antitumorales de la Metformina
se encuentra la regulacién de la expresion de los genes de Resistencia a Drogas se plantea

la siguiente hipotesis.

Si el clorhidrato de Metformina ha demostrado invitro una asociacién sobre el
funcionamiento de las bombas de flujo dependiente de ATP debido a la deplecién
secundaria a la activacion de AMPK al igual que in vivo ha mejorado el rendimiento
del tratamiento de pacientes adultos con Leucemia Linfoide Aguda reduciendo el
porcentaje de recaidas tempranas de manera independiente a los factores
bioldgicos adversos al diagnéstico entonces su adicion al esquema de tratamiento
mejorara el prondstico de aquellos pacientes de mal pronéstico que sobre expresan

el gen de resistencia a drogas ABCB1
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Metodologia

Objetivo

Linfoblastica de Novo
Criterio de Inclusién

Clinicos .

Establecer el efecto de la adicion de clorhidrato de Metformina 850mg PO tres
veces al dia a un régimen de quimioterapia estdndar sobre la supervivencia
acorde al fenotipo de expresion del gen ABCBL1 (bajo, ausente o sobre expresado)

determinada mediante tiempo real en pacientes portadores de Leucemia

Pacientes mayores de 18 afios portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda de
novo

Candidatos a iniciar esquema de quimioterapia mediante un protocolo
Institucional que combine una terapia de induccion, consolidacion y
mantenimiento

Candidatos a iniciar la pre-induccion con esteroides durante 7 dias y que no
cuenten con alguna urgencia hematoldgica que requiera una cito reduccion
rapida con quimioterapia o leucocito-aféresis

Ambos géneros

Consentimiento informado para inicio de quimioterapia.

Moleculares .

Criterios de Exclusion

Consentimiento informado para la separacion de células, la extraccién de RNA

y su almacenamiento

Clinicos e Pacientes portadores de Leucemia mieloide aguda o Leucemia con
expresion de marcadores Mieloides
¢ Diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2
e Uso previo de Metformina por alguna otra circunstancia médica
e Leucemias agudas en recaida tardia que requieran reiniciar el protocolo
de tratamiento
e Intolerancia a la via oral que impida el uso de Prednisona
e Esperanza de vida de mas de 48 horas
Moleculares e No exista suficiente material genético que permita la amplificacion del

Criterios de Eliminacién

gen o de cualquiera de los genes constitutivos que se utilizaran

Ausencia de registros médicos que evalUen la respuesta favorable a
esteroide.

No se encuentre disponible material genético para su analisis al final
del periodo de pre induccion

Deceso del paciente durante el periodo de pretratamiento por cualquier
complicacién asociada o no asociada al tratamiento
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Variables.

Variable dependiente

Nombre de la variable

Tipo de variable

Medicion

Supervivencia Cualitativa dicotémica 0) Vivo 1) Muerto

Pacientes los cuales se

mantuvieron vivos al final del

seguimiento

Nombre de la variable Tipo de variable Medicién

Leucemia refractaria Cualitativa dicotémica 0) Remision 1) Leucemia refractaria

Operacionalizacién de la variable: Se define como leucemia refractaria a aquella que persiste

presencia de > 20% a las 4 semanas de haber finalizado el tratamiento de induccion a la remision.

con la

Variable independiente

Nombre de la variable

Tipo de variable

Medicién

Tratamiento con clorhidrato de

Metformina

Cualitativa dicotomica

0. Sin tratamiento 1) con tratamiento

Operacionalizacion de la variable: Administracion de dosis de Metformina 850mg cada hora

Nombre de la variable

Tipo de variable

Medicién

Tipo de riesgo

Cualitativa dicotomica

0. Riesgo habitual 1. Riesgo Alto

de tratamiento.

Operacionalizacién de la variable: Riesgo Alto: > 35 afios, > 30,000 leucocitos /mcL, Infiltracion a Sistema
nervioso central al diagndstico, expresion del oncogén BCR-ABL1, ausencia de respuesta a las 4 semanas

Nombre de la variable

Tipo de variable

Medicion

Medicion de los genes de MDR-1
mediante Reaccion de cadena de

polimerasa mediante tiempo real

Cuantitativa continua

Numero de transcritos cuantificables en

numero de copias

esquema de pre-induccion con este

Operacionalizacion de la variable: Numero de copias del ge

roides

n MDR-1 medida mediante RT-PCR al final del

Nombre de la variable

Tipo de variable

Medicion

Medicion de los genes de MDR-1
mediante Reaccion de cadena de

polimerasa mediante tiempo real

Cualitativa ordinal

Estratificacion de los pacientes acorde al nivel
de expresién
e Expresion ausente o baja

e Expresion alta

esquema de pre-induccion con este

Operacionalizacion de la variable: Numero de copias del gen MDR-1 medida mediante RT-PCR al final del

roides




Disefo del Estudio

Cronologia Prospectivo El estudio se realizara posterior a la autorizaciéon por parte del comité
de ética e investigacion, ingresando los casos acordes a los criterios de
inclusién y realizando un seguimiento prospectivo hasta la Gltima fecha
de seguimiento o muerte del caso

Maniobra Experimental | Aleatorizaciéon 2:1 a favor del grupo control sin quimioterapia con la

finalidad de identificar el poder del efecto de la adicion de clorhidrato de
Metformina sobre el tratamiento

El método de aleatorizacion se realizara mediante bloques.

Temporalidad Longitudinal | Se realizaran multiples mediciones para poder analizar la supervivencia
de los casos a traveés del tiempo, la identificacion del nivel de expresion
de los genes se realizara al momento del diagnéstico

Finalidad Descriptivo Se describiran los datos para identificar la supervivencia del grupo de

pacientes que recibieron Clorhidrato de Metformina en conjunto con
guimioterapia versus aquellos que recibieron solamente Metformina.

Calculo de tamafio de la muestra

Se realiz6 un célculo de tamafio de la muestra acorde al Programa G-Power basandose en el articulo de
referencia: Effect of metformin addition to an acute lymphoblastic leukemia chemotherapy treatment
publicado en le Revista Mexicana del Seguro Social (147). El célculo de la proporcion de cada uno de
los brazos se baso en el porcentaje de recaidas entre el grupo de quimioterapia (47.9%) y el grupo que

se le adiciono Metformina al tratamiento (25%).

critical z =1.64485

LY

- 100
T

Diferencia entre dos proporciones independientes

Anélisis inicial Proporcion p2 0.47
Proporcion pl 0.25
Error a 0.05
Poder del efecto (1 - B) 0.8
Relacion entre los grupos N2/N1 3.65

Resultados Z critica 1.6448
Grupo | 37
Grupo 2 137
Tamafio de la muestra total 174
Poder estimado 0.7986




Tratamiento clinico

Todos los pacientes se les inicio el protocolo Institucional HGMLALO7, basado en

un esquema de quimioterapia el cual cuenta con una etapa de induccion de la

remision, seguido de una etapa de consolidacion y finalizando en una etapa de

mantenimiento. El protocolo de tratamiento de describe a continuacion (148).

Protocolo Institucional para el tratamiento de la leucemia linfoide del adulto

Dosis (m3/SC) Ruta | Dias de administracion
Induccién a la remision (Fase |)
Daunorrubicing 60mg IV +1, +8 +15
Vincristing 1.5mg IV +1, +8 +15
Prednisona 60mg VO | +1al+28
Induccion a la remisidn (Fase 11}
Ciclofosfamida 650mg IV +1, +8
Citarabina g5mg Y 1-4, 8-11
& -mercaptopurina 50mg VO | +1-+15
Consolidacian |
Metotrexato 1.5gramos IV +1, +15, +45
Intensificacion
Doxorrubicina 30mg IV +1, +8 +15
Vincristing 1.5mg IV +1, +8, +15, +22
Prednisona 60mg VO | +1al+28
Consolidacion Il
Etopdsido 100mg ] +1 al +15, +28 al 32
Citarabina 75mg Y +1al +15, +28 al 32
Mantenimiento (2 afios)
G-mercaptopurina 50mg VO | Diariamente
Metotrexato 30mg IM Una vez por semana

3C: Superficie corporal, IM: intramuscular, IV: Intravenosa, VO:

\ia oral. Al final de cada blogue de

tratamiento se administra quimioterapia intratecal con Metotrexato 15mg Intratecal, durante el

mantenimiento la quimicterapia intratecal se administra bimensual
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Metodologia Experimental
Toma de muestras.

Para la extraccion de RNA, se realizara la toma de muestra de sangre periférica 2
tubos de EDTA, la toma se realizara tanto previo al pretratamiento con esteroides
como al final de pretratamiento. La firma del consentimiento informado el cual
autoriza el uso del material genético del paciente con la finalizad de analizar genes

de resistencia a drogas, se realizard previo al inicio del pretratamiento con esteroide.
Ensayo celular
Linea Celular (control positivo)

Se llevara 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 utilizaran como controles durante los analisis de expresion de
los genes ABC-B1 y ABC-G2.

Separacion de mononucleares por Ficoll-Hypaque

Se analizaran muestras de médula 6sea de pacientes quienes morfolégicamente
resultaron con diagndstico de leucemia Linfoblastica aguda, usando una jeringa
previamente heparinizada para evitar la coagulacion de la sangre. Las muestras se
mezclaran en una proporcion 1:1 suavemente con solucién de fosfatos PBS 1X o bien
con solucion salina 0.14 M de NaCl (0.9%). Una vez homogenizadas las muestras se
empleara Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed Pharma AS, densidad 1.077 g/l)
utiizando aproximadamente 1/3 del volumen total de sangre. Los gradientes se
centrifugaran a 1500 rpm por 30 minutos a una temperatura de 18 a 20°C. Al término
del tiempo se separara la interfase de mononucleares con pipeta Pasteur y se
transferird a tubos limpios. Los mononucleares se deberan lavar con PBS 1X y se
centrifugardn a 2500rpm durante 10 minutos. Al término del tiempo se decantara el
sobrenadante y los mononucleares se suspenderan en PBS 1X y posteriormente se

almacenaran a -70°C hasta su uso.
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Aislamiento del RNAm y transcripcion Reversa (RT).

Se realizara de las muestras crio preservadas a partir de 2 ug de RNA total.
El volumen final de cDNA sera de 20 pl. El RNA se va a mezclar con 1 pl oligo dT
12-18 (INVITROGEN, Carlsbad, CA) y 1 ul de dNTPs 10mM (Applied Biosystems,
Roche) la mezcla se incubard a 65°C por 5 minutos y posteriormente se colocara
en hielo. Se adicionara 4 pl de Buffer 5X (Tris- HCI 250mM, KCI 375 mM MgCI2
15mM), 2 pl de DTT (0.1M) y el volumen correspondiente de H20 y la mezcla se
incuba a 37°C por 2 minutos, posteriormente se adiciona 1 pl de M-MLV RT (200u)
(INVITROGEN, Carlsbad, CA) y se incuba a 37°C por 50 minutos, la enzima se
inactivara incubando a 70°C por 15 minutos. El cDNA se almacenara a menos

veinte grados hasta su uso.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de los genes ABC se realizard con los primers previamente
reportados (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 Taq DNA
polimerasa, (INVITROGEN, Carlsbad, CA) 0.5 uM primer sentido, 0.5 pM primer
antisentido, y 1 pL de cDNA. En la siguiente tabla se detalla el gen, la secuencia de

los primers (oligonucledétidos), los exones y las condiciones Tm de cada gen:

Genes detectados por PCR

GEN SECUENCIA AMPLICON UNION ™
GAPDH 5-CGGGAGCTTGTCATCAATGG-3' 221pb Exon 5 60°C
3'-GCAGTACCCACACTTGGTAC-5 Exon 6
ABC-B1 5-GCTCCTGACTCTGCCAAAGC-3’ 202pb Exon 24 60°C

3-TCTTCACCTCCAGGCTCAGT-% Exon 25
ABC-G2 5-CACCTTATTGGCCTCAGGAA-3' 206pb Exon 7 60°C
3'-CCTGCTTGGAAGGCTCTATG-5’ Exon 9

Los perfiles térmicos que se llevaran a cabo son: la desnaturalizacion en un ciclo de

94°C durante 5 minutos, posteriormente 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1
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minuto y 72°C por 1 minuto, la elongacion en 1 ciclo a 72°C durante 10 minutos. Los
productos obtenidos por la técnica de PCR seran visualizados por electroforesis en
gel de agarosa al 2 %. Se colocara 10 pl 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 observara en

transiluminador UV (High Performance, UV Transilluminator UVP).

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Para la cuantificacion de los genes ABC, se utilizara el cDNA a una concentracion
de 2 pg/pl, 10 pyl de SYBR Green PCR Master Mix, (Applied Biosystems, Life
Technologies) 0.2 pl de primer forward (10 pM/pL) y 0.2 pl primer reverse (10 pM/pL)
en un volumen final de 20 pul. Las condiciones de amplificacion son las utilizadas en
PCR en punto final. Las muestras se realizaran por triplicado. Se realizara la
cuantificacion relativa por medio de AACt en el equipo StepOne™, (Applied

Biosystems® Life Technologies).

Secuenciacion de los fragmentos amplificados de los genes ABC-B1y G2

Algunos de los fragmentos amplificados por RT PCR seran secuenciados con el kit
de secuencia (ABI Prism Dye Terminator Cycle sequencing). La secuencia sera
alineada en el programa BLAST del Gene-Bank para corroborar que el fragmento

amplificado corresponda a los genes ABC B1y G2.
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Andlisis estadistico.

Se utilizard el Software estadistico SPSS versiéon 20.0.

descriptiva para la identificacion de las proporciones de las diferentes caracteristicas de la
poblacién descrito mediante porcentaje (%). Se analizara la distribucion tanto del género como la
media de la edad y la cuenta de leucocitos entre los dos grupos. Se utilizara una prueba T student
para la diferencia de medias de las variables cualitativas entre los dos grupos para identificar la

homogeneidad entre los dos grupos.

Prueba de contraste de hip6tesis

Inicialmente se realizara estadistica

Ji-cuadrado

) _ (ﬁ)—ﬁz)2
X Zife

Se utilizard la prueba de Ji-cuadrada para la prueba de
contraste de hipétesis entre las variables -cualitativas
dicotémicas sobre la muerte y la refractariedad. Las variables
analizadas son

e Edad (35 afios como limite)

e Leucocitos (cifra limite de riesgo 30 x 103/mcl)

e Tipo de riesgo (Riesgo Alto vs Habitual)

e Nivel de Expresion del Gen (Sobre expresion vs

expresion baja)

Supervivencia

{“: — E: }-

Var(0,-E,) ~ *

Para el andlisis de supervivencia se utilizara el método
Kaplan-Meier, para identificar la supervivencia global, la
supervivencia entre cada uno de los grupos y acorde al nivel
de expresion del gen ABCB1

e Supervivencia global

e Supervivencia acorde al tipo de tratamiento

e Supervivencia acorde al nivel de expresién del gen

ABCB1

La diferencia entre los dos grupos se estimé mediante el test

de log Rank

A(t,gi) = Ao(t) e—rz"

Para evaluar la asociacién de las diferentes variables sobre
el prondstico se realizd un analisis multivariado mediante el

andalisis de regresion de Cox
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Consideraciones éticas.

Todos los pacientes contaron con consentimiento informado de la institucion previo

al

inicio del estudio. EI nimero de registro dentro de la Institucion es

D1/15/103/03/57. El registro establecido en Clinical Trials es NCT03118128.

W) U.S. National Library of Medicine

ClinicalTrials.gov

Find Studies About Studies v Submit Studies v Resources v

Home >  Search Results >  Siudy Record Detail
Trial record 1 of 5 for:  metformin | Lymphoblastic Leukemia

Previous Study | Returnto List | Next Study »

Metformin Reduce the Relapse Rate on Patients With B-cell Precursor (Ph+ Negative) Acute Lymphoblastic Leukemia

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03118128

About Site v

Save this study

The safety and scientific validity of this study is the responsibility of the study sponsor

A and investigators. Listing a study does not mean it has been evaluated by the U.S. EERLITED SIS L (T

First Posted @: April 18, 2017

Federal Government. Read our disclaimer for details
Last Update Posted @ July 6, 2017

Sponsor:

Hospital General de Mexico

Information provided by (Responsible Party):

Christian Ramos Penafiel, Hospital General de Mexico
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Effect of metformin added to chemotherapy
on the survival of patients with acute
lymphoblastic leukemia

Background: Metformin has antineoplastic and cancer protective effects in
vilro, sensitizing leukemia cells to chemotherapewsic agents, inducing apoptosis
and cell cycle arrest. Aim: To assess the effect of metformin on the induction stage
it patients with ALL and 1ts impact on overall survival and relapse. Material
and Methods. We induded 123 patients treated with metformin and without
metformin. The dose used was 850 mg PO at 8 h intervals. The survival analysis
was used by Kaplan-Meier method, the difference between the distinct groups
was performed using the log Rank test. Results. The overall survival at a median
follow up of 700 days of follow-up was 43%, with a disease-free survival of 47%.
Regarding the treatment groups, patients with metformin had a lower rate of
relapse compared to the group receiving only chemotherapy (6.5% vs 17.1%,
p = 0.006). Conclusions. The addition of metformin 1o the conventional treat-
ment of ALL was associated with an improvement in survival, this association
being independent of the type of biological risk at diagnosis.

(Rev Med Chile 2018; 146: 846-853)

Key words: Metformin; Precursor Cell Lymphoblastic Lesskemia-Lympho-
ma; Therapeutics.
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Descripcion General de la poblacion analizada en el estudio clinico.
Resultados del estudio Clinico

Se estudiaron un total de 123 pacientes con el diagnéstico de LLA de novo
atendidos en el Departamento de Hematologia del Hospital General de México, en
la Ciudad de México. El diagnoéstico se confirmé mediante citometria de flujo,
excluyendo aquellos casos con estirpe T o la expresion de algin marcador mieloide
(LLA My+). La media de edad fue de 33 afios (17-79), sin mostrarse diferencias
entre los dos grupos (p= 0.702,95% IC). Al estratificar en cuanto a la edad, solo un
39% (n=48) correspondio al grupo de mayores de 30 afios, sin mostrarse diferencias
en la distribucion acorde al tipo de tratamiento. En cuanto a la cuenta de leucocitos
(media de 41.2, rango: 0.2- 443) un 33% (n=41) se considerdé como de riesgo alto
debido a una cuenta mayor de 30 x 10%/mcl. A pesar de no existir una diferencia
significativa en cuanto a la cuenta de leucocitos entre los grupos (36.3vs 46.1 x
10%/mcl), el brazo de Metformina cont6 con un mayor nimero de pacientes que
iniciaron su tratamiento con conteos superiores a 30 x 103/mcl [25 (41%) vs 16
(25.8%)]. Tampoco se registraron diferencias entre el valor de hemoglobina, al igual
gue en el conteo de plaguetas. Al combinar las variables de riesgo, un 61.8% de los
pacientes fueron considerados como riesgo elevado de recaida (n=76). De estos, la
mayoria se encontraron el brazo con Metformina [41 (67.2%) vs35 (46.1)]. Todos
los pacientes estudiados contaron con fenotipo B y sin infiltracion a sistema nervioso
central al diagndstico. Se excluyeron también a pacientes que pudieran contar con
situaciones de riesgo para desarrollar complicaciones metabdlicas, como sindrome

de lisis tumoral, fracaso renal agudo o falla hepética aguda, Tabla 2.
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Tabla 2.0 Parametros clinicos de los pacientes con LLA tratados con y sin Metformina

Paradmetros clinicos de los pacientes con LLA tratados con y sin Metformina

Total Sin Metformina Con Metformina Valor
n=123 n= 62 n= 61 dep

Genero (%)
Masculino (%) 71 (57.7) 37 (52.1) 34(47.9)
Femenino (%) 52 (42.3) 25 (48.1) 27 (51.9)
Edad (afios) 33 (17-79) 34 (17-68) 33 (17-79) 0.702

Edad < 30 afios (%) 75 (61) 37 (59.7) 38 (62.3)

Edad > 30 afios (%) 48 (39) 25 (40.3) 23 (37.7)
Cuenta de leucocitos (x 103/mcl) | 41.2 (0.2 -443) 36.3 (0.2-443) 46.1 (1-300) 0.440
<30 x 103/mcl 82 (66.7) 46 (74.2) 36 (59)
>30 x 103/mcl 41(33.3) 16 (25.8) 25 (41)
Hemoglobina (g/dl) 11.6 (1.7-14.5) 8.3 (2.3-14.1) 8.2 (1.7-14.5) 0.764
Plaquetas (x 103/mcl) 40.1 (2-241) 35.6 (3-195) 44.6 (2 -241) 0.263
Tipo de Riesgo

Riesgo Alto 76 (61.8) 35 (46.1) 41 (67.2)
Riesgo Habitual 47 (38.2) 27 (43.5) 20 (32.8)

Respuesta al Tratamiento

Remision Completa (%) 89 (72.4) 41 (66.1) 48 (78.7)

Muerte en Induccion (%) 13 (10.6) 07 (11.3) 06 (9.8)
Refractariedad (%) 21 (17.0) 14 (22.6) 07 (11.5)
Respuesta General en Induccion

Respuesta 86 (71.7) 0 (65.6) 6 (78)

Falla terapéutica a las 4 sem 34 (28.3) 21(34.4) 13 (22)
Recaidas 29 (23.6) 21(17.1) 08 (6.5)
Recaida Temprana 17 (13.8) 14 (22.6) 03 (4.9)
Recaida Tardia 12 (09.8) 07 (11.3) 05(8.2)
Remision Completa 94 (76.4) 41 (66.1) 53 (86.9)

Resultados del Tratamiento

Los 123 pacientes iniciaron induccion a la remision, 61 recibieron en conjunto con
su esquema de quimioterapia con Metformina (850mg PO cada 8hrs), la evaluacion
de la respuesta se realizdé en el dia +28 de tratamiento considerandose RC si
contaba con menos de 5% de blastos en médula 6sea y recuperacion de los valores
de plaquetas y hemoglobina. En caso de contar solo con la ausencia de blastos,
pero sin recuperacion de los valores de neutroéfilos y plaquetas, se consideré como
una Respuesta Parcial (RP). Posterior a las 4 semanas de tratamiento, el 72.4 %
(n=89) integraron RC, un 10.6% (n=13) fallecieron durante la etapa de induccién y
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un 17% (n=21) se consideraron como leucemias refractarias. El porcentaje de fallas
terapéuticas a las 4 semanas fue de 28.3 % (n=34), siendo mayor en el grupo de
quimioterapia en comparacion con el grupo al que se le adicion6 MET (34.4% vs
22%). La principal causa de muerte fue secundaria a procesos infecciosos durante
el periodo de neutropenia, reportandose solo dos casos de hemorragia en sistema
nervioso central. En el grupo de Metformina, la mayor parte de los eventos adversos
fueron grado I/ll, siendo las alteraciones gastrointestinales (nausea, diarrea) las
principales. En 20% de los casos se registré elevacion transitoria de las enzimas
hepaticas, pero no rebasando 2 veces el valor limitrofe. No se registré ningun caso

de acidosis lactica asociada a Metformina.

Supervivencia Global y Recaida

La media de seguimiento fue de 469 dias (periodo maximo de 778 dias), la
supervivencia global a 700 dias de seguimiento fue del 43%, con una supervivencia
libre de enfermedad del 47%. Durante la induccion a la remision la mayoria de las
muertes ocurrieron en las primeras dos semanas, pero durante el seguimiento estas
fueron asociadas principalmente a las recaidas. Durante el seguimiento, la
frecuencia de recaidas fue de un 26.3% (n=29), siendo en su mayoria tempranas
(n=17,13.8%). En cuanto a los grupos de tratamiento, los pacientes que se
encontraban bajo tratamiento con Metformina registraron una tasa menor de
recaidas en comparacion con el grupo que recibié solamente quimioterapia (6.5%
vs 17.1%, p=0.006). Semejante a esto, la supervivencia global también fue mayor

en los pacientes que recibieron tratamiento con Metformina (p=0.009, 95% IC).
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Factores prondsticos asociados.

Tanto la edad como la cifra de leucocitos al diagnéstico son los principales factores

pronoésticos clinicos. Estos al combinarse permiten identificar a los casos con un

riesgo elevado de recaida. Al analizar los diferentes factores, aquellos pacientes los

cuales solo recibieron quimioterapia mostraron un mayor riesgo de recaida en

comparacion con los que

En cuanto al tipo de tratamiento aquellos pacientes a los que solo se les administro

Gnicamente quimioterapia mostraron un mayor riesgo de recaida (RR: 2.582 (1.240-

5.378), p=0.006) en comparacion con aquellos que recibieron en conjunto
Metformina (RR: 0.387 (0.185-0.806), 95% IC). La asociacion de los diferentes

factores de riesgo sobre la refractariedad o las recaidas se describe en la Tabla

Tabla 3. Estimacion de riesgo de las diferentes variables de estudio

Variable de estudio RR Rango Valor de | RR Rango Valor de
(95%IC) p (95% IC) p
Edad > 35 afios 1.553 0.884-2.728 | 0.094 0.822 0.418-1.614 | 0.569
Leucocitos > 30 x| 1.090 0.603-1.972 | 0.467 0.761 0.369-1.569 0.303
103/mcl 1.299 0.701-2.409 | 0.263 0.876 0.460- 1.667 | 0.424
Riesgo Alto 0.831 0.471-1.467 | 0.332 1.198 0.619-2.317 | 0.374
Género Masculino 0.640 0.351-1.156 | 0.096 0.387 0.185-0.806 0.006*
Metformina 1.562 0.864-2.824 | 0.096 2.582 1.240-5.378 0.006
Quimioterapia sola
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Resultados del Estudio Basico

Disefio del estudio

Estudio clinico prospectivo con pacientes adultos de LLA diagnosticados acorde a
la clasificacion Franco-Américo-britanica y confirmada mediante citometria de flujo.
Después del consentimiento informado, se incluyeron en el estudio 102 pacientes;
26 pacientes recibieron Metformina (Metformin User) en la etapa de pre-induccion
a dosis de 850mg PO cada 8hrs en conjunto con quimioterapia (LALHGMO7) y 76
pacientes exclusivamente quimioterapia.

Todos los pacientes presentaron un fenotipo de Leucemia B, se excluyeron aquellos
casos con expresion del cromosoma Philadelphia o con alguna alteracion
citogenética de mal prondstico. Los niveles de expresion del gen ABCB1 se midieron
previos al inicio del tratamiento. Este ensayo clinico fue aprobado por los comités
de Etica, Investigacion y de Bioseguridad del Hospital General de México “Dr.
Eduardo Liceaga” D1/15/103/03/57. El estudio se apegd a los principios de la
reciente revisién de Helsinki. Conto con la firma previo consentimiento informado de

los participantes.

Caracteristicas clinicas de los pacientes

De los 102 pacientes reclutados en el estudio, la media para el grupo de los
pacientes con Metformina fue de 31 afios (rango de 18-61). La media de leucocitos
fue de 93 X103%/mcl (rango de 1.2-870 x 10%/mcl). En cuanto al grupo de pacientes
que recibieron solamente quimioterapia, la edad media fue similar de 35 afios (rango
de 18-78) en su mayoria mujeres 52.6% (n=40) y con un menor nimero en la media
de leucocitos 45.1X10%/mcl (rango 0.4-251X03%/mcl). En cuanto al tipo de riesgo los
pacientes con Metformina presentaban en su mayoria riesgo habitual 69.2% (n=18)
en comparacion con los que no recibieron Metformina, 43%(n=33) y del

30.8%(n=08) vs 56.6% (n=43) con riesgo altos respectivamente. Tabla
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Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes acorde al grupo de tratamiento (Metformina vs
Quimioterapia) y la frecuencia de expresién del Gen ABCB1

Caracteristicas Generales

Quimioterapia plus
Solo quimioterapia Metformina
n =76 (75%) n= 26 (25%)
Edad (rango) 35 (18-78) 31 (18-61)
Género
Masculino 36 (47.4) 13 (50)
Femenino 40 (52.6) 13 (50)
Leucocitos (x 103/mcl) 451 (0.4-251) 93 (1.2-870)
Tipo de Riesgo
Riesgo Habitual 33(43.4) 18 (69.2)
Riesgo Elevado 43 (56.6) 08 (30.8)
Expresion del Gen ABCB1 (%)
Ausencia de Expresion 28 (36.8) 8 (30.8)
Expresion Baja 14 (18.4) 6 (23.1)
Expresion elevada 34 (44.7) 12(46.2)
Combinacién de la expresion (%)
Expresion baja y ausente 42 (55.3) 14 (53.8)
Expresion elevada 34 (44.7) 12 (46.2)
Falla de Tratamiento
Remisiones Completas 47 (61.8) 18 (69.2)
Muerte por Refractariedad 29 (38.2) 08 (30.8)

Respuesta al Tratamiento

La respuesta al tratamiento se evalud en el dia +28 mediante la toma de médula 6sea,;
considerandose favorable (Remisién completa) si contaba con menos de 5% de blastos al
final de la terapia de induccién y permanecia con actividad leucémica se consideraba como
Refractario y si fallecia durante la terapia se consideraba como falla terapéutica. A los
pacientes que integraron remision completa y que durante el tratamiento presentaran en
cualquier momento un incremento en el nimero de blastos (>5%) se consideraron en
Recaida. La etapa de consolidacion consistio en la administracion de bloques secuenciales
de quimioterapia en donde se incluia la administracién de dosis altas de Metotrexato. Al
término los pacientes iniciaron la etapa de mantenimiento mediante la administracién
Mercaptopurina y Metotrexato semanal por una duracion de 2 afios. En caso de presentar

una recaida a medula 6sea los pacientes recibieron una terapia de rescate.
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Resultados Acorde a la expresion del Gen ABCB1

Se analizaron los niveles de expresion del gen ABCB1 en los 102 pacientes previo al
tratamiento, los resultados demostraron un patron de expresion alta del 45% (n=46), baja
del 19.2% (n=20) o ausente del 35% (n=36). Al analizar solo el porcentaje de pacientes con
niveles altos de expresion en los dos grupos, con MET, en la etapa de pre-induccion o solo
quimioterapia, los resultados fueron muy semejantes en cuanto a los porcentajes (46.2%
vs 44.7% respectivamente).

De los 102 casos analizados, el 43.2% (n=44) fallecié durante el seguimiento. Al analizar la
supervivencia acorde a los subgrupos de expresion del transportador ABCBL1 (baja, alta o
ausente), aquellos pacientes los cuales expresaron un nivel alto del transcrito ABCB1,
maostraron una menor supervivencia en comparacion con aquellos que contaban con niveles
bajos o ausentes del gen ABCB1 (p=0.030, 95%IC).
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Figura 8.0 Supervivencia global en pacientes con LLA
acorde al nivel de expresion del gen ABCB1
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Al analizar la supervivencia global en cuanto a los dos grupos, con o sin la adicion
de Metformina en la etapa de pre-induccion, no se encontré diferencias significativas
entre los dos grupos (p=0.251, 95% IC). Pero al analizar los subgrupos acordes a
los niveles de expresion, aquellos que mostraron niveles elevados de ABCB1
presentaban un beneficio protector en cuanto a la supervivencia al adicionarse
Metformina al tratamiento (p=0.025, 95%IC), disminuyendo el riesgo de falla
terapéutica (RR 0.23, 0.09-0.58) (Figura 9 y Figura 10).
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Figura 9.0 Supervivencia global acorde a la adicion de Metformina
{Metformin user), en comparacion con aguellos que recibieron solamente
quimioterapia, su adicion no demostro una diferencia significativa en la
supervivencia (p=0.251)
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Para evaluar la falla al tratamiento se considero si los pacientes no respondian a las

4 semanas de inicio del tratamiento o si fallecia durante la induccién a la remision.

La tasa de remisiones completas fue ligeramente mayor en el grupo de Metformina
(69.2 vs 61.8%) pero sin diferencia estadistica (p=0.333,95% IC). Al analizar la

respuesta a las 4 semanas de tratamiento acorde a los niveles de expresion,

aquellos los cuales expresaron los niveles méas elevados de ABCBL1 fueron los que

mostraron una mayor frecuencia de falla terapéutica (43.2%, n= 16).
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Figura 10.0 Supervivencia global acorde a la adicion de Metformina (Metformin
user), en pacientes que muastran una sobre exprasion del gen de resistencia ABCB1, su
adicion mejord significativamente el prondstico adverso de estos pacientes (p=0.025)
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Al analizar por grupos de tratamiento y a diferencia del grupo de quimioterapia,
aguellos pacientes que sobre expresaron el gen ABCB1 y se encontraban bajo
tratamiento con Met (n=2 /12, 16.7%) mostraron una menor tasa de falla terapéutica
en comparacion con el grupo que solamente contaba con quimioterapia (14/34,
48.3%). Al evaluar el efecto de Met sobre las 4 semanas de tratamiento este se
comportdé como un factor protector de falla terapéutica (OR 0.7203, 0.2778-1.8677,
95% IC). Al evaluar el tipo de riesgo, aquellos pacientes con expresion elevada de
ABCB1 son los que contaron con un mayor riesgo de falla terapéutica (OR 7.48
[0.3638- 153.79]) en comparacion con otras variables clinicas como la edad mayor
de 35 afios (OR 2.25 [0.3044- 16.632]) y la cuenta de leucocitos (OR 6.00 [0.5626-
63.987]).

En cuanto a la refractariedad, la sobreexpresion de ABCB1 también se asocio con
un mayor riesgo de recaida (OR 2,92 [0.2808 — 30.299]. Al analizar el uso de
Metformina, esta se comporté como un factor protector tanto para la falla terapéutica
como para la recaida temprana (OR 0.07 [0.0037- 1.538 y 0.05 [0.0028- 1.153]

respectivamente].

Tabla 5.0 Modelo de riesgo de Falla o Recaida acorde al nivel de expresion

Variable Odds Ratio
Refractariedad Recaida
OR Rango Valordep Rango | Valor dep

Edad>35 afos 225 | 0.3044-16.632 | 0.426 3.42 0.4944-23.775 0.214
Leucocitos s>30x 103/mcl 6.00 | 0.5626-63.987 | 0.137 8.57 0.8251-89.043 0.072
Metformina 0.07 | 0.0037-1.538 0.091 0.05 0.0028-1.153 0.061
Expresion del gen ABCB1 7.48 | 0.3638-153.79 | 0.192 2.91 0.2808-30.299 0.896
Negativa o Alta




PARTE IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES
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4.0 Discusion y conclusiones

Actualmente el tratamiento del cancer tiene un enfoque mas personalizado que
permite la combinacion tanto de quimioterapia como de diferentes blancos
moleculares. A pesar de estos avances la estructura principal del tratamiento
continla siendo la quimioterapia ya que solo pocos casos muestran un beneficio al
adicionar alguna estrategia novedosa (menos del 25% de los casos expresan
BCRABI1 y un 10% expresan CD20 en su superficie celular). Esto obliga a que la
quimioterapia sea la estructura principal del tratamiento de los pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda. Debido a esto la resistencia a la quimioterapia es
una de las principales causas de falla terapéutica, en Leucemias, la principal
resistencia es a farmacos como las antraciclinas o los alcaloides de la vinca, por lo
gue su deteccion es de suma importancia para la mejoria del tratamiento. Dentro de
las estrategias que se han implementado para la reduccion de la resistencia a las
quimioterapias se encuentran farmacos como el Verapamilo o la Ciclosporina, pero
debido tanto a su toxicidad como a sus interacciones quedaron en desuso desde
finales del siglo pasado. Semejante a farmacos como el acido acetil salicilico uno
de los farmacos a los que se les ha descrito efectos pleiotropicos es el clorhidrato
de Metformina. La mayor parte de la evidencia clinica es obtenida de estudios
observacionales o en pacientes con etapas avanzadas de tratamiento coincidiendo
gue existe un efecto benéfico de su adicidn tanto para la prevencion de aparicion de
nuevos canceres como coadyuvante a las diferentes modalidades de tratamiento.
Acorde a esto su capacidad de combinacion con diferentes estrategias es muy
amplia siendo mas relevante en aquellos tumores que sobre expresan la actividad
de AMPK/mTOR (higado, pancreas, colon) o con farmacos implicados en el
metabolismo celular y la sintesis de colesterol logrando incluso que nuevas
estrategias como la inmunoterapia mejoren su eficacia. Recientemente el uso de
Metformina se ha explorado en combinacion con otro tipo de drogas denominadas
inhibidores de cinasa de tirosina (Imatinib, sorafenib), siendo eficaces para mejorar
las respuestas no solo en la Leucemia Mieloide Crénica sino también en la

Leucemia Mieloide Aguda, en donde la mutacion sobre el receptor FLT3/ITD es de
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gran relevancia. Considerando la resistencia mediada por bombas de flujo
dependientes de ATP, la deplecion energética es una estrategia atractiva para
vencer la resistencia a los diferentes farmacos entre los que se incluyen drogas
citotoxicas (Daunorrubicina, doxorrubicina, Etoposido, Vincristina o Vinblastina,
mitoxantrona) o inclusive antibiéticos. La mayor parte de los ensayos coincide que
la presencia de diversos genes de resistencia a drogas (ABCB1, BRCA) se asocian
a una pobre respuesta al tratamiento quimioterapico inicial lo que compromete la
respuesta terapéutica obligando a el uso de esquemas en segunda o tercera linea.
En nuestro grupo la presencia de una sobreexpresion del gen de resistencia ABCB1
se asocio directamente a una pobre respuesta al tratamiento debido a una mayor
posibilidad de recaida a médula 6ésea. Hasta el momento actual, existen pocos
ensayos que expliquen el efecto del clorhidrato de Metformina sobre la expresion
de genes de resistencia a drogas, sobre esto, recientemente Wu y colaboradores
(145), en un modelo celular de células de hepatocarcinoma (HepG2, HepG2/ADM,
LO2) identificaron que la adicion de Metformina (1 pmol/L durante 24hrs y
posteriormente durante 48hrs con 1.5 pumol/L) disminuye la expresién de P-gp170
mediante el bloqueo de la expresion del factor nuclear NF-kB induciendo apoptosis
de los hepatocitos. Semejante al modelo de Kim y colaboradores en la linea celular
MCF-7/Dox resistente a doxorrubicina, Xue y colaboradores lograron demostrar
también el efecto sobre la disminucién de la resistencia a drogas de la Metformina,
pero en asociacion con la 2-deoxyglucosa, mediante la disminucién de la captacion
de glucosa, lactato y finalmente la produccion de ATP incrementando el efecto
toxico de la Doxorrubicina comprometiendo la funcién del gen supresor de tumor
p53. Al ser el clorhidrato de Metformina una droga barata y con un perfil tolerable
de seguridad (casos raros de acidosis lactica) puede incluirse para la mayoria de
las estrategias terapéuticas del cancer en paises en vias de desarrollo. La evidencia
es solida en ensayos in vitro, pero aun es limitada en la clinica ya que existen
escasos ensayos clinicos que destaquen el efecto protector del clorhidrato de
Metformina. El objetivo principal de este estudio fue identificar el factor protector el
clorhidrato de Metformina en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda no solo

en el aspecto general, sino en un subtipo especifico de pacientes. En el estudio
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inicial, se evaluo el efecto de adicionar la dosis de Clorhidrato de Metformina 850mg
PO cada 8hrs al tratamiento convencional de pacientes adultos portadores de
Leucemia. Al analizar las respuestas el porcentaje de Remisiones completas fue
mayor en el brazo de tratamiento de Metformina (78.7 vs 66.1%), a su vez el
porcentaje de recaida también fueros menores lo que incremento la supervivencia
global de los pacientes. Como conclusion inicial la adicion de Clorhidrato de
Metformina mejoro los resultados del esquema convencional de quimioterapia
utilizado en nuestra institucion, reduciendo significativamente el porcentaje de
recaidas tempranas permitiendo un mayor acceso a los pacientes a otras
estrategias como lo son el trasplante de progenitores hematopoyéticos. En cuanto
a la seguridad, la adicion del Clorhidrato de Metformina no mostré un incremento
significativo de los eventos adversos asociados a la quimioterapia e inclusive no se
identifico algan evento grave como lo es la acidosis lactica, por lo que se concluye
que es un farmaco seguro como coadyuvante al tratamiento de quimioterapia. El
objetivo principal del segundo estudio fue evaluar el efecto del clorhidrato de
Metformina en un genotipo especifico de pacientes, los cuales sobre expresan el
gen de resistencia a drogas ABCB1, como se menciond previamente la sobre
expresion del gen ABCB1 se asocio directamente a una pobre respuesta en
nuestros pacientes con Leucemia Aguda Linfoblastica, por lo que su adicion podria
mostrar algun beneficio en este subgrupo especifico de pacientes. Con la finalidad
identificar el efecto protector del Clorhidrato de Metformina se realizé un método de
aleatorizacion 2:1 con la finalidad de que a pesar de tratarse de una muestra no
balanceada los efectos pudiesen ser significativos. Al analizar la respuesta al
tratamiento aquellos casos los cuales sobre expresaron el gen ABCB1 y que eran
considerados como un genotipo de resistencia fueron los que mostraron un mayor
beneficio mejorando su curva de supervivencia y empalmandose con aquellos con
un nivel de expresion baja. Estos datos finalmente nos sugieren que el grupo de
pacientes gue muestran un mayor beneficio son aquellos que sobre expresan el gen
pudiendo revertir el genotipo de resistencia y mejorando el rendimiento de la
quimioterapia semejante a un paciente con Leucemia Linfoblastica de riesgo

estandar.
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En conclusion, a pesar de ser un farmaco que se ha utilizado por més de cincuenta
afos en la clinica desconocemos en su totalidad los diferentes efectos
antitumorales. La mayoria de los ensayos in vitro coinciden que los dos mecanismos
principales son la activacion de AMPK o el blogueo de la via m TOR. De estos dos
mecanismos se derivan la mayor parte de los efectos anti tumorales como lo son el
bloqueo de los genes de resistencia a drogas. Debido a que el clorhidrato de
Metformina es una droga de facil acceso con un perfil de seguridad aceptable
consideramos que es una opcion accesible para el tratamiento de la Leucemia
Linfoide Aguda en especial en paises en vias de desarrollo y cuyo acceso a drogas
especificas es limitado. La deteccion de los casos que sobre expresan los genes de
resistencia a drogas permite identificar a pacientes que cuentan con un prondstico
adverso y que pueden ser beneficiados con el tratamiento en base del clorhidrato

de Metformina.
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