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ROL DEL POLIMORFISMO DEL GEN MDR-1 DE RESISTENCIA MULTIPLE A
DROGAS EN LA EVOLUCION Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON ITK EN
LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA EN ARGENTINA

RESUMEN

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es una enfermedad ocasionada por un dafio
en las células stem hematopoyética, caracterizado por una translocacion reciproca entre
dos cromosomas t(9;22), y formacion del gen quimérico BCR-AB1, que codifica la
proteina BCR-ABL con actividad tirosina kinasa (TK) que origina dicha neoplasia. El
tratamiento con inhibidores de la TK (ITKs) bloquea la union del ATP al sitio catalitico de
la TK impidiendo la fosforilacion de sus blancos moleculares. A pesar de la alta efectividad
alcanzada con los ITKs, un 20% de los pacientes desarrolla resistencia a dichas drogas.
Varios mecanismos explican este fenotipo, como la amplificacién del gen BCR-ABL1,
mutaciones en el sitio de union de dichas drogas, o la sobreexpresion de los
transportadores de multidrogas P-gp y/o BCRP (productos de los genes ABCB1/MDR-1y
ABCG2 respectivamente). Nos propusimos estudiar la FARMACORRESISTENCIA al
Imatinib mediada por P-gp y/o BCRP en cultivos de células K562 representativas de dicha
enfermedad. Se evalud la expresion de P-gp y BCRP por inmunohistoquimica y su
actividad funcional por expulsion de Rho-123, por citometria de flujo, la inhibicién del
crecimiento celular por Imatinib, con o sin CyA (inhibidor de P-gp), como inhibidor de P-
gp. Se analizaron los SNPs C1236T, G2677/T/A y C3435T del gen MDR1, en pacientes
con LMC y su asociacion con respuestas clinico-terapéuticas, y comparados con sujetos
sanos. Las células K562, sobre-expresaron BCR-ABL, P-gp y BCRP, y mostraron alta
resistencia al Imatinib que fue revertida en un 81% con altas dosis de Imatinib + CyA. Los
pacientes fueron diagnosticados y tratados con ITKs, acorde a normas internacionales.
Se evaluaron 24 pacientes (13 varones y 11 mujeres), 22 en Fase Cronica y 2 en Crisis
Blastica. El 75% recibié Imatinib, Nilotinibo o Dasatinib como Unica terapia, y 25% recibio
Nilotinibo o Dasatinib después del fracaso con Imatinnib. Las respuestas citogenéticas
fueron evaluadas a los 3 y 6 meses, y las moleculares a los 6, 12 y 18 meses. En FC, los
genotipos de los exones 12, 21 y 26 resultaron: wt en 36,4% en c/u, T-variantes
heterocigota en 40,9%; 50% y 40,9% respectivamente, y homocigotas-TT en 22,7%

13,6% y 22,7% respectivamente. Los 2 casos en CB resultaron heterocigotas en los
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exones 12 y 26; uno resultaron homocigotas-TT para el exén 26 en uno, para el exén 21
el otro. Se hallo un total de 17 haplotipos diferentes, de los cuales 6 estaban expresados
exclusivamente en pacientes, y otros 7 exclusivamente en controles. Las variantes-T
fueron observadas en 100% de los controles y en 75% de los pacientes. El haplotipo-wt
(CCIGGICC) se hall6 exclusivamente en el 25% restante de pacientes., El 93,75% de
casos en FC con SNPs alterado tuvo respuesta molecular Mayor o Completa a 12 meses,
mientras dicha respuesta sdélo se alcanz6 en el 50% de los casos con genotipo wt
(p<0,001). Nuestra investigacion indica que la expresion del gen MDR-1, impacta
negativamente en la respuesta al tratamiento con Imatinib en LMC. EI hallazgo exclusivo
del haplotipo wt-CC/GG/CC en pacientes con LMC y la baja respuesta terapéutica
observada en dichos casos, sugiere que dicho haplotipo podria ser un marcador de riesgo
de desarrollo de la enfermedad y/o de mal prondstico tanto en la evolucion clinica, como

en la respuesta terapéutica.

Palabras Claves. Linea K562; Leucemia Mieloide Crénica; BCR-ABL; ITKs, ABCB1; SNPs.
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ABC ATP binding cassete

BCRP Proteina de resistencia del Cdncer de mama

CB Crisis Blastica

CRK Proteina Asociada a la Organizacion del Citoesqueleto
CyA Ciclosporina A

EMR Enfermedad Minima Residual

FA Fase acelerada

FC Fase cronica

GLYA Glicoforina A

HSC Célula Madre Hematopoyética 6 Stem cells

K562 Linea celular de Crisis blastica de LMC (BCR-ABL positiva)
K562/VINC Linea K562 resistentes al tratamiento con vincristina
LLA Leucemia Linfoblastica Aguda

LmMC Leucemia Mieloide Crénica

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase

MDR-1 Resistencia multidroga-1

M BCR-ABL Major Breakpoint Cluster

PCR Polimerasa Chain reaction

PKC Proteina kinasa C

PST Proteina supresora de tumor

PTP1B Proteina Tirosina fosfatasa 1B
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PBS

q RT-PCR
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RCP
RCN
RMC
RMM
RMMe
RMMi
RMN

RB
Rho-123
RT-PCR
STAT
SNP

Src

Glicoproteina- P

Solucion buffer de fosfatos

Retrotranscripcidn y posterior PCR cuantitativa
Respuesta Hematoldgica Completa

Respuesta Citogenética Completa

Respuesta Citogenética Parcial

Respuesta Citogenética Nula

Respuesta Molecular Completa

Respuesta Molecular Mayor

Respuesta Molecular Menor

Respuesta Molecular Minima

Respuesta Molecular Nula

Retinoblastoma

Rhodamina-123

Retrotranscripcién y posterior PCR

Signal transducer and activator of transcription

Polimorfismo de Nucleétido Simple

Protoncogen c-Src que fosforila tirosinas de la regién c-terminal
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

FARMACORRESISTENCIA EN LA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

La leucemia mieloide crénica (LMC) representa un modelo de enfermedad
neoplasica con una anormalidad genética bien caracterizada: la translocacion reciproca
(9;22)(g34;911), que yuxtapone una porcion del oncogén c-ABL1 (gen ABL-1) presente en
el cromosoma 9, con un fragmento de la regién del punto de ruptura del gen BCR (Break
Cluster Region) en el cromosoma 22. Esta translocacion genera el oncogén de fusion
BCR-ABL1, también conocido como cromosoma Filadelfia, con alta actividad tirosina
kinasa (TK) espontanea (Nowell PC. et al, 1960; Rowley JD., 1973).

Aunque con el advenimiento de los inhibidores de la tirosina kinasa (ITK) la
enfermedad estd bien controlada en la mayoria de los pacientes, la resistencia al
tratamieto con estos medicamentos ITK, puede desarrollarse en un porcentaje menor de
ellos (Hochhaus A. et al, 2002; Roche-Lestienne C. et al, 2002). La persistencia de una
masa residual de células madre leucémicas resistentes a ITK, constituye una "bomba de
tiempo" que contribuye a la recaida de la enfermedad (Ross DM et al, 2011; Skorski T et
al, 2011). Si bien diferentes mecanismos moleculares que se discutiran en el presente
trabajo, pueden dar origen a este clon de células resistentes a ITK, el desafio es
establecer si existen marcadores predictivos de dicho comportamiento farmacorresistente

y/o de mal pronéstico de evolucion de la enfermedad.

1. 1. CONSIDERACIONES PRELIMINARES

En las Ultimas décadas, los tratamientos para la Leucemia han resultado cada vez
mas efectivos en lograr la remision de la enfermedad. Estos adelantos son en parte

consecuencia del descubrimiento de diversos marcadores biol6gicos, que han permitido
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identificar nuevos blancos terapéuticos, disefiar farmacos especificos, monitorear su

evolucion y en ciertos casos hasta establecer el prondstico de la enfermedad.

Los mecanismos que controlan el crecimiento celular normal, pueden verse
afectados por noxas, que dafan el ADN y/o su maquinaria de reparacion, pero que lejos
de desencadenar el mecanismo apoptétco de dicha célula “dafiada”, inician un proceso de
comportamiento anormal de la misma, el cual puede deberse a la expresion y/o activacion
de oncogenes, 0 bien a la desrepresion y/o activacion de mecanismos de estimulacion de
la proliferacion celular, muchas veces ligados a la actividad de distintas Tirosina Kinasas
(TK).

Una de las patologias neoplasicas més estudiadas en referencia a la activacion de
este tipo de sistemas dependientes de TK, es la Leucemia Mieloide Crénica (LMC),
originada en la ya mencionada translocacion cromosomica (9;22)(q34;911) a nivel de la
célula madre hematopoyética 6 Stem Cell. La LMC se caracteriza por la presencia de un
“nuevo” y pequefio cromosoma en el grupo G, conocido con el nombre de Cromosoma
Filadelfia (Ph+, Philadelphia en inglés), el cual genera la sintesis de una proteina
quimérica oncogénica (BCR-ABL1) con actividad TK intrinseca. A partir de alli nuevos
hallazgos moleculares permitieron establecer una relacion directa entre el oncogén de
fusion BCR-ABL1 que da origen a dicha proteina y la leucemogénesis principalmente en
la LMC. (Melo JV, 2007; Deininger M et al 2001)

En los dltimos afios, el tratamiento clasico de la LMC, con agentes citotdxicos
genéricos y/o moduladores bioldgicos como Interferon-a (INF-a), ha sido reemplazado por
una nueva generacion de drogas inhibidoras especificas de la actividad TK del BCR-
ABL1, como el Imatinib, el cual se une al sitio de anclaje especifico de las moléculas de

ATP sobre la TK, bloqueando su accion catalitica.

En la actualidad, este tratamiento se utiliza como primer esquema terapéutico con
excelentes resultados en la mayoria de los casos. Sin embargo algunos pacientes no
logran alcanzar los criterios internacionales de ‘“respuesta eficaz” a dicho tratamiento, es
decir, no pueden obtener una remision completa de la enfermedad, la cual recaera en una

crisis blastica con desenlace fatal (Baccarani M et al, 2006; Faderls M et al ,1999).

Este comportamiento diferencial, es observado en ciertos individuos que a pesar

de presentar la misma enfermedad y ser tratados con el mismo farmaco que aquellos con
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excelente evolucién, terminan desarrollando un fenémeno de farmacorresistencia desde el
inicio del tratamiento, o bien luego de una aparente respuesta Optima al mismo, lo que
genera la necesidad de identificar posibles marcadores predictivos de dicho fenotipo

refractario.

1.1.1 MARCO TEORICO DE LA HIPOTESIS

Glicoproteina P (P-gp)

Uno de los mecanismos mas extensamente investigado en la farmacorresistencia
del cancer, originalmente descripto por Juliano & Link (1976) (Juliano RL, Ling VA 1976),
es el mediado por la denominada “Glicoproteina P” (P-gp) de 170 Kd. Esta glicoproteina
de expresion en las membranas celulares, pertenece a la familia de los llamados
“transportadores ABC” (Schlaifer D et al, 1990; Grandjean —Forestier F et al, 2009;
Vossebeld PJ et al, 1999; Zalcberg J, et al, 1994), los cuales son responsables de la
expulsion de diferentes compuestos desde el interior hacia el exterior celular, mediante un
mecanismo dependiente Ca®* y de la hidrolisis del ATP, formando parte de los complejos

procesos de detoxificacion del organismo.

La P-gp ha sido identificada como un transportador de eflujo altamente eficaz e
inespecifico, dado el amplio espectro de productos naturales y sustancias quimicas de

muy disimiles estructuras que es capaz de transportar.

Numerosos trabajos han demostrado la interaccién de la P-gp con las drogas
utilizadas en el tratamiento de diferentes tipos de leucemias y sus consecuencias clinicas
en el desarrollo de la farmacorresistencia (Valera ET et al, 2004, Rothemberg ML et al,
1989; Van Sonneveld P et al, 2000; Zhou SF et al , 2008; Raub TJ , 2005; Ho et al , 2008;
Van den Henvel-Eibrink M et al , 2007).

Es interesante destacar, que en condiciones normales, existe una expresion
transitoria de dos trasnportadores-ABC como P-gp y BCRP (Breast Cancer Resistant
Protein), durante las etapas tempranas de la maduracion de las células progenitoras

hematopoyéticas, particularmente las células CD34+ (Suarez L et al, 2004. Zhou S , 2001;
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Drach D et al, 1993; Raaijmakers Marc et al, 2005; Azzariti A et al, 2010; Craiz F & Foon
K, 2008; Figueiredo-Pontes L et al , 2008).

Leucemia Mieloide Crénica

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es una enfermedad mieloproliferativa clonal,
originada por un dafio en el stem cell hematopoyético (SCH), y se desarrolla a partir de la
actividad oncogénica de una proteina de 210 Kd (p-210) con alta actividad de TK,
producto del gen quimérico BCR-ABL1 antes mencionado (Deininger M et al, 2000; Melo J
et al, 2000; Goldman JM & Melo J, 2003; Skorski T et al, 1995).

El tratamiento de la LMC con 2-fenilamino-pirimidina, conocido como STI-571
(Signal Transduccion Inhibidor) 6 Imatinib, permite bloquear la actividad de la proteina
guimérica p-210 y asi eliminar el clon leucémico en un 80-85% de los casos (Pavlovsky C
et al; 2011).

Este compuesto (Imatinib) impide la actividad TK del BCR-ABL1 y con ello la
fosforilacion de un importante numero de proteinas substratos de la misma que
intervienen en la proliferacion celular. (Schindler T et al, 2000; Nagar B et al, 2002;
Deininger M et al, 2005).

A pesar de ser un tratamiento altamente selectivo como inhibidor de esta tirosina
kinasa, su eficacia terapéutica se ve limitada entre un 15-20% de pacientes, quienes
desarrollan refractariedad desde el comienzo del tratamiento, 6 bien luego de cierto
periodo de respuesta aparentemente adecuada, evolucionando hacia una fase de
aceleracion (de alta proliferacion celular) y que culmina en una crisis blastica (Druker B et
al, 2006; Hochhaus A et al, 2002; Deininger M & Druker BJ, 2004).

Dentro de los mecanismos que producen la falta de respuesta a este farmaco,
encontramos:
a- Amplificacion del gen BCR-ABLL1 y sobreexpresion de su producto, la proteina
p-210
b- Mutaciones del gen BCR-ABL1 en el sitio catalitico que no reprimen ni su
expresion ni su funcion, pero si impiden la unién del Imatinib a la proteina,

evitando su accioén inhibitoria
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c- Insuficiente concentracion de droga (Imatinib) intracelular, debido al transporte
activo por expulsion de la misma mediado por P-gp y/o BCRP (Mahon FX et al,
2008; Branford S et al, 2009; Shukla S et al, 2008).

Este Gltimo mecanismo de eflujo, puede a su vez estar sobreexpresado a nivel
del tracto gastrointestinal, generando cambios farmacocinéticos y disminuir los
niveles sanguineos de la droga, que es administrada por via oral. Este hecho
puede ser un factor que modifiqgue significativamente la relaciébn Dosis-

Respuesta con altas diferencias interindividuales.

Consecuentemente, debemos considerar que todos y cada uno de estos
mecanismos pueden estar presentes incluso simultaneamente como parte del fenébmeno
de resistencia a drogas observado en los casos de LMC con fenotipo refractario. Como
consecuencia de este fendbmeno, la resistencia al tratamiento con Imatinib, puede ser
sospechada en aquellos casos en que el tratamiento no logra eliminar definitivamente el
clon leucémico, y mantienen la deteccién persistente del gen BCR-ABL1 por métodos
citogenéticos 6 por cuantificacion de sus trasncriptos por técnicas moleculares mas
sensibles, con valores positivos >0.1% a los 12 meses (Baccarini M et al ,2006; lacobucci
I etal ,2006).

Los paciente en los cuales los mecanimsos de resistencia se deban a lo descripto
en los puntos a-b, hoy son abordados por un incremento de la dosis de Imatinib o la
rotacion hacia nuevos ITK de dltima generacion que no son afectados por las mutaciones
mencionadas. Sin embargo estos casos no explican el total de pacientes con fenotipo
refractario. En cambio, los mecanismos relacionados a la expresion de los genes de
resistencia mdaltimple a drogas, no solo pueden guardar directa relacion con la
farmacorresistencia, sino que ademas sus polimorfismos genéticos pueden tener un valor
predictivo de dicha respuesta, como asi también de la predisposiciébn al empeoramiento
en la evolucion de la enfermedad por el desarrollo de la crisis blastica, o la aparicion de

fallo medular u otras complicaciones clinica malignas.

La identificacion de polimorfismos de un nucledtido (SNPs) en la secuencia
completa de los 28 exones que componen el gen MDR-1 humano ya ha sido determinada.
La presencia de un cambio de base en la posicion 3435 (C3435T), del exdn 26 ha sido
relacionada a la diferente capacidad de expresion de la glicoproteina P-gp, que podria
impactar en los nieles sanguineos de las drogas terapéurticas (Hoffmeyer S et al, 2000).

Este reporte permitié asociar una variante del gen MDR-1 con un cambio en la funcién y
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expresion de la proteina a nivel del duodeno, uno de los érganos donde naturalmente se
expresa la P-gp y, donde puede jugar un rol clave en la limitacién de la absorcion
intestinal del farmaco. A su vez, dicho polimorfismo podria asociarse a un incremento de
expresion en otros sitios excretores de farmacos (canaliculo biliar, rifion, etc), aumentando
su capacidad de eliminacion, como asi también en las mismas células neoplasicas,
limitando la penetracion del farmaco a través de la presencia de P-gp en dichas células, y

evitando alcanzar concentraciones criticas (letales) intracelulares de la misma.

Si bien actualmente se han encontrado mas de 216 SNPs de este gen, sélo 16 de
ellos se encuentran en regiones codificantes (Jamroziak K, 2004). Los estudios
poblacionales indican que existen significativas variaciones interétnicas (Marzolini C et al
,2004; R L Roberts et al, 2002) en la frecuencia de los polimorfismos de este gen. Sin
embargo en el grupo étnico de origen Caucasico, hay al menos dos polimorfismos:
G2677T/A y C3435T, con los correspondientes haplotipos que podrian correlacionar con
los niveles de expresién de la P-gp y su funcién de transporte, siendo el genotipo TT de
ambos polimorfismos mencionados los que resultarian mas beneficioso en la respuesta al

tratamiento (Green H et al ,2006).

Por lo tanto, ciertos polimorfismos del gen MDR-1 podrian resultar marcadores
biolégicos predictivos de respuesta terapéutica, pero también, indicadores de riesgo y/o

de evolucién de la enfermedad.

El estudio de tres SNPs del gen MDR-1: C1236T, C3435T y G2677T/A. en
tumores solidos, leucemias linfoblasticas en edad pediatrica y leucemias agudas de origen
mieloide, demostrd el impacto que estos polimorfismos tienen en la expresion y actividad
de transporte de la P-gp y su relacibn con la farmacorresistencia a las drogas

antineoplasicas.

Diversas investigaciones en lineas celulares y modelos experimentales de tumores
humanos, han demostrado el rol de las variantes del gen MDR-1 en el mecanimso de
farmacorresistenia a diferentes drogas (Mickley LA, 1998). En este sentido, la linea celular
K562 (crisis blastica de LMC humana), es un modelo ampliamente utilizado para el
estudio de la efectividad del tratamiento con Imatinib y otros ITK. (Lee, YL, 2013;
Arunasree KM et al, 2008). Adicionalmente, otros autores han descripto que el SNP

C1236T en el exdon 12, podria también estar relacionado con una mas alta frecuencia de
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respuesta molecular mayor en pacientes con LMC tratados con IMATINIB. (Dulucq S,
2008).

Es por ellos, que poder demostrar la sobreexpresion funcional de los
trasnportadores de multidrogas como P-gp y/o BCRP en esta linea celular, permitiria
evidenciar el potencial rol que los mismos tienen en el desarrollo de la farmacorresistencia
alos ITK.

La caracterizacién de los polimorfismos antes descriptos presentes en la linea
celular, podria ser un marcador de alto riesgo tanto del desarrollo de farmacorresistencia
como de la crisis blastica terminal.

A su vez, la posible asociacion de los diferentes genotipos de los exones 12, 21y
26 del gen MDR-1, podria constituirse en un biomarcador genéticos (haplotipo) con valor
predictivo tanto de evolucion como de respuesta terapéutica a los ITKs en pacientes con
LMC (Maffioli et al, 2011; Angelini et al, 2013)

1.1.2 HIPOTESIS DE TRABAJO

Como se mencion6 previamente, la resistencia celular a drogas antineoplasicas en
LMC podria estar asociada entre otros factores, a la sobrexpresion y actividad de las
proteinas de transporte tales como P-gp y BCRP. Asi mismo, las variaciones polimérficas
del gen MDR-1 podrian modificar la funcién de la P-gp y tener un rol en el desarrollo de
falta de respuesta al farmaco. De manera que los polimorfismos de este gen en un grupo
de pacienes con LMC de nuestro medio, podrian representar un factor pronéstico de

evolucion clinico-terapeutico de la enfermedad.

En primer lugar, nos proponemos realizar estudios a nivel experimental, para
establecer el grado de farmacorresistencia al Imatinib ejercido por la expresion de P-gp y
BCRP en la Linea Celular K562 (BCR-ABL1+).
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En segundo lugar, nos proponemos correlacionar el grado de respuestas
farmacoldgicas optimas o su contraparte, como ser la presencia de recaidas (celular,
citogenética o molecular) en pacientes con LMC tratados con inhibidores de TK (Imatinib,
Dasatinib o Nilotinib), con las variantes polimérficas del gen MDR-1 encontradas en cada
caso, como asi también establecer si alguna de dichas variantes polimorficas puede estar

vinculada a la aparicion de complicaciones en la evolucién de la enfermedad.

1.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

1.2.1 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD Y ETIOLOGIA MOLECULAR

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es una enfermedad de las células
hematopoyéticas pluripotenciales, que se produce a partir de una mutaciéon somatica. Esta
enfermedad se caracteriza por anemia, granulocitosis masiva con inmadurez

granulocitica, basofilia, a menudo trombocitosis y esplenomegalia.

En 1960 Nowell y Hungerford, relacionaron a la LMC con el hallazgo de una
anomalia en el cromosoma 22, caracterizada por la pérdida de parte del brazo largo de
dicho cromosoma, generando un cromosoma 22 mas corto y que se lo denominé como
“Cromosoma Filadelfia (Phi) (Nowell PC, 1960).

De acuerdo a la Clasificacion Internacional de Enfermedades Hematolbgicas
establecida por la Organizacién Mundial de la Salud en 2008 y 2010, esta enfermedad, ha
sido considerada como una neoplasia mieloproliferativa crénica, con un marcador
molecular especifico, el gen BCR-ABL1 derivado de la formacién del cromosoma Phi+,
por lo que también se la denominada “Leucemia Mieloide Crénica BCR-ABL1 positiva”
(Vardiman J, 2010). La presencia de esta anomalia cromosOmica, como causante del
desarrallo de la hiperproliferacién celular clonal y su posterior transformacion blastica, es
considerada actualmente como en un paradigma o modelo de enfermedad neoplasica
(Melo J; 2007).
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1.2.2 EL ROL DEL CROMOSOMA PHI EN LA ONCOGENICIDAD

La LMC se desarrolla a partir de un evento génico Unico y sin que medie ningun
estimulo patolégico aparente. La translocacion reciproca balanceada entre los
cromosomas 9 y 22, compromete los locus donde mapean el protooncogén constitutivo
c-ABL en el cromosoma 9 y el gen BCR (Break Cluster Region) en el cromosoma 22, que
corresponde a una secuencia de 5,8kb, y contiene tres posibles puntos de ruptura bien
caracterizados (Deininger MW; 2000).

El gen c-ABL deriva su nombre del oncogén del virus de Abelson (v-ABL), que
induce leucemia en ratones susceptibles, y tiene una importante funcién en la regulacién
normal del ciclo celular y en la respuesta al estrés producido por genotoxicidad (Yuan ZM.
et al, 1999; Lewis JM. et al 1998). EI nuevo gen quimérico de fusién surgido de la
mencionada translocacién, adquiere actividad Tirosina Kinasa (TK) espontanea, asociada

a la hierproliferacion celular (Faderl et al, 1999, Marshall A,2007) (Figuras 1y 2).

Cromosoma 9
alterado
Cromesoma 9 d b
normal
Cromeosoma 22
normal
Cromosoma
Filadelfia
22q11.21 BCR
BCR-ABL
9q34.12
9 22 - 22-

Translocacion: t(9;22)(q34;q11.2)

Figura 1: a. Representacién esquematica de un cromosoma 9 normal que muestra el gen ABL y el
cromosoma 22 normal que tiene el gen BCR. b.Los sitios de ruptura y la nueva formacion de un cromosoma
22 alterado (cromosoma Filadelfia) (Reproducido de Winslow T, 2007).
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t(9;22)(q34;q11.2)

‘.(—
< -

22

Figura 2: Cariotipo parcial, imagen mostrando una t(9;22)(q34;q11.2) por bandeo citogenético usando
quinacrina y giemsa en una LMC. Las flechas muestran un cromosoma 9 mas largo y un cromosoma 22 mas

pequefio (Reproducido de Secker- Walker LM).

Esta translocacién ocurre en el 95% de los pacientes adultos con LMC clasica,
entre un 25-30% de las Leucemias Linfoides Agudas (LLA) de adultos y aproximadamente
en un 5% de las LLA pediatricas (Melo J et al, 1996). Durante la etapa de transformacién
blastica de la LMC, pueden ocurrir otras anomalias citogenéticas complejas que
involucran: la duplicacion del cromosoma Phi (38%), o de otros cromosomas como el
‘isocromosoma i(17q)” (20%), la “trisomia del cromosoma 8” (34%), o la “trisomia del
cromosoma 19” (Mitelman Fet al,1993; Sillaber C et al, 2003, Marshall A, 2007; Quintas-
Cardama et al, 2009), sin abolir el cromosoma Phi original. La deteccién del cromosoma
Phi se realiza habitualmente para diagnéstico de la LMC por técnicas citogenéticas
convencionales. Sin embargo, el gen BCR-ABL1 también puede ser investigado mediante
la técnica de fluorescencia por hibridizacion in situ (FISH) con sondas locus-especificas, o
por el desarrollo de métodos de PCR, que incrementan significativamente la sensibilidad,
y actualmente permiten cuantificar los transcriptos del gen BCR-ABL1 presentes, lo cual
representa un marcador de gran valor en el seguimiento de la evolucion terapéutica de la
enfermedad, conocido como deteccion de la enfermedad minima residual (EMR)
(Lundan T et al; 2008). En conjunto, mediante estas metodologias no solo se pueden
diagnosticar, sino también se puede determinar y categorizar el grado de respuesta

terapéutica al tratamiento con ITKs.
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1.2.3 MUTACIONES DE LOS GENES ABL1 Y BCR

En células normales, el protooncogén ABL1 codifica una tirosina Kinasa de 145Kd,
gue solo se traduce en muy bajas cantidades (trazas). La proteina ABL contiene varios
sitios de autofosforilacion, pero también tiene capacidad de fosforilar otros componentes

intracelulares tales como PKC y CRK (Figura 3 ay b).

Zonade corte de
cde2 PKC

la proteina de fusién ATM cde2 PKC
4 4 4 4 4
" ) P P ) P
[ D
NH, COOH

M. 8 .
E12 2 H]
o
Miristato

398 p145 ABL
\ Principal sitio
de autofosforilacion

DNA-BD {.

DNA-BD

DNA-BD BpNA-BD

DNA-BD

Elemento de anclaje a
la membrana plasmatica

Figura 3: a-1 Estructura de la proteina ABL. Se puede observar los principales sitios de autofosforilacion y los
puntos de ruptura en la proteina de fusion BCR-ABL1. La flecha préxima al grupo NH2 terminal, indica el sitio
de ruptura sobre el gen ABL y, de unién con el gen BCR a-2 Estructura de la proteina ABI de 145 Kd.
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Figura 3: b-1Estructura de la proteina BCR.Se puede observar el principal sitio de autofosforilacion y los
puntos de ruptura en la proteina de fusion BCR-ABL1. La flecha proxima al grupo NH2 terminal, indica el sitio
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En el oncogen BCR pueden producirse dos diferentes cortes que al unirse con el
gen ABL1 determinan la formacién de dos genes de fusion distintos en su informacion
genética, pero con idéntico PM de 210kD. Ambos tienen igual actividad TK aumentada y
son capaces de dar lugar al desarrollo de la LMC. Habitualmente, la ruptura sobre el gen
ABL1 ocurre en un area de ~300kb, presente en el extremo 5’, de la region del primer
exén (1b) 6 del exdn alternativo (1a) (Fig. 4). En cambio los puntos de ruptura sobre el
gen BCR, ocurren en un area mas corta, de ~5-6 kb que constituye un area susceptible de
ruptura. Dentro de ella, se han caracterizado tres regiones de alta frecuencia de cortes
conocidas como: menor (m-bcr); mayor (M-bcr) y micro (u-bcr) (Deininger M et al, 2000;
Marshall A et al, 2007) (Figura 4 y 5). La mayor frecuencia de rupturas en el gen BCR
observada en los pacientes con LMC, ocurre en la regién M-bcr (5,8Kb). En este sitio se
pueden producir dos “splicing alternativos” diferentes, que incluiran respectivamente los
exones 13 (b2) 6 14(b3) en el gen BCR. Estos puntos de corte, se unirdn
alternativamente, a los dos primeros exones del gen c-abl (a2), generando los fragmentos
de fusion denominados b2a2 o b3a2. Cualquiera de estas nuevas posibles uniones,
genera un incremento de la actividad tirosina kinasa del gen c-abl, y se constituye en la
“variante oncogénica” del gen BCR-ABL1 (Fig.4). Ocasionalmente, pueden ocurrir otros
puntos de ruptura y fusion, pero que igualmente mantienen su actividad TK exacerbada.
Estas variantes generan los transcriptos conocidos como: ela3, e6a2, e2a2 y e2al (Melo
JV; et all997; Byrne J.L et al, 1997) (Fig.4).

BCR’ #::::::::::::::::::::::

m-BCR l M-BCR M-BCR

wo L wE
} PZIOBCR—AEL
SR
e19a2 ﬂ! ‘ ‘ [ ‘ ‘ ‘ Ql— —>  p230QB8CRABL

Figura 4: Localizacién de los sitios de ruptura de los genes ABL y BCR y estructura de los diferentes ARN m
quiméricos (Deininger M et al,2000)
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Figura 5: Cambios moleculares en la translocacién del cromosoma Phi t(9;22)(q34;g11). La representacion
superior correponde a la unioén de las regiones 5BCR y ABL3"; los exones estan representados por boxes
soélidos para BCR y rayados para el gen ABL. Finalmente se observa la representacion del mensajero y la
proteina de fusién derivada (Modificado de Marshall A, 2007).

1.2.4 ROL DEL ONCOGEN BCR-ABL1 Y MECANISMOS DE PROLIFERACION

Muchos procesos celulares inductores de la diferenciacion y proliferacion celular,
han sido estudiados en esta enfermedad. La proteina p-210 (BCR-ABL) tiene un rol
fundamental en la transformacién leucémica de las células, a través de diferentes
mecanismos que involucran la activacion de diversas sefiales de transcripcion nuclear. La
fosforilacion inducida por la TK se producira sobre un amplio espectro de targets proteicos
en residuos de Tirosina (Ty) y particularmente generara una autofosforilacion de la
proteina BCR-ABL en el residuo Tirosina Y177. (Deininger et al; 2000).

A su vez, otras proteinas fosforiladas por la actividad TK del BCR-ABL, tales como
PI3K, AKT o STAT-1 y 5, intervienen en la via de activacion de la transcripcion, y juegan
un rol clave en la estimulacién de la proliferacion celular (Gesbert F et al, 2000; Kharas G
et al, 2005). Otras proteinas fosforiladas por este mecanismo como ERK y MEK, se

asocian a la activacion aberrante de mecanismos mitogénicos mediados por MAPK,
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(Faderl S et al, 1999) que acelera la proliferacién celular. A su vez, diferentes proteinas
del citoesqueleto como las integrinas, paxilinas, selectinas, etc, pueden modificar la
interaccion con el microambiente medular y facilitar una mayor “liberacion” celular desde
la MO hacia la circulacion. Ademas, los procesos que intervienen en la activacion de la
apoptosis se encuentran reprimidos por un aumento en la regulacién de las proteinas anti-
apoptéticas como BCI-2 6 BCL-X, En esta Ultima via, también ocurren cambios en la
activacion de BAD, debidas a la fosforilacion mediada por la via PI3K/AKT (Jonuleit T et
al, 2000; Deininger et al, 2000; Tefferi A et al, 2007) (Figura 6).
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Figura 6 Camino de sefializacién activado en células BCR-ABL positivas (Deininger M et al, 2000)

1.2.5 MECANISMO DE TRANSFORMACION

La LMC es una neoplasia caracterizada por distintas etapas clinicas. La mayoria
de los pacientes inicia su enfermedad por la denominada fase cronica (FC), donde el
diagnostico se realiza por un criterio morfolégico de inicio, seguido de su caracterizacion
cromosOmica (Phi) y molecular (BCR-ABL1). Los hallazgos morfolégicos de la sangre
periférica y Médula Osea, muestran un gran incremento en el nimero de progenitores
mieloides diferenciados. Todo proceso de transformacion neoplasica, ocurre a través de
mas de una injuria celular. Si bien la LMC aun en su fase cronica es una neoplasia, su
trasnformaciéon en crisis blastica requerird de nuevos eventos oncogénicos, para que

evolucione hacia dicha fase de leucemia aguda. No hay aun evidencias claras de cuales
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son dichos eventos pero los mecanismos postulados por distintos investigadores incluye
un numero importante de genes implicados en el arresto en la diferenciacion celular,
alteraciones de la integridad genémica, acortamiento de telémeros, pérdida de la funcion
de genes supresores de tumor como pl6, p53, RB, y probalemente varios otros genes
mas cuya funcion aun se desconoce (Melo J et al, 2007) (Figura 7). En la Tabla 1,
podemos ver todos los genes, que podrian estar relacionados con muchos de los
procesos de progresion de la LMC hacia la crisis blastica

Si bien la progresion de la enfermedad encierra mecanismos complejos aun no
develados, resulta de gran interés actual, saber cuales son los eventos moleculares que

inducen y/o favorecen la transformacion blastica de la LMC, convirtiéndola en LA.

Cambios Morfolégicos entre una Fase Crénica

y una Crisis Blasticaen LMC

Célula Madre leucémica Phi+

Fase Cronica
. Crisis Blastica

©

' Incremento de
la proliferacién Fase de 3
s é
! 2 Aceleracion | Arrestodela
\ diferenciacion
~ {
. -
S~ i 4 —_— -
Predominio de
Precursores mieloides Algunos caso desarrollan la Crisis Blastica sin s olai
Slul d pasar por la Fase de Aceleracién Blastos mieloides
y células maduras enMO y SP

en MO y SP

Figura 7 Caracteristicas morfologicas de las etapas de transformacion de la LMC, de una fase cronica a una
fase blastica. En la fase crénica hay una excesiva produccién de precursores mieloides, mientras que en
etapas mas avanzadas ocurren nuevos fendmenos, donde las células pierden la capacidad de diferenciarse, y
se produce un aumento del nimero de blastos o Fase blastica
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Factores de evolucion de la Genes implicados

enfermedad

Arresto de la diferenciacion CEBP
HNRNPE2
NUP98-HOXA9
AML1-EVI1
Fallas en la sobrevida genémica ATR
BRCA1

Deficiencia en la reparacion del ADN DNA-PKcs
RAD51
FANCD2
WRN
XPB

Alteracion en el fenotipo POLB (DNA polimerasa )
MLH1, PMS2

Acortamiento de Telomeros TERT

Pérdida de la funcion supresora PP2A
TP53
CDKN2A
INK4A
ARF
RB1

Tablal: Genes implicados en el proceso de evolucién de la LMC a una fase mas agresiva
(Modificado de Melo JV, and Barnes David J, 2007)

1.2.6 MODELOS DE LINEAS CELULARES MIELOIDES Y DE NEOPLASIA MIELOIDE.

Hasta el presente, no existen lineas celulares bien establecidas para el estudio en
la fase cronica de la LMC. Las lineas celulares establecidas a partir de blastos leucémicos
humanos, ofrecen un muy buen modelo experimental de estudio por ser poblaciones
celulares homogéneas, con un estadio madurativo 6 fenotipo celular bien determinado. Si
bien adolecen de ser en todos los casos, cultivos celulares de Blastos, y no de células con
maduracion intermedia, como las que se encuentran altamente expandidas en la LMC
durante la fase cronica, tienen la propiedad de ser células BCR-ABLpositivas, y por lo

tanto representativas de la enfermedad.

-31-



Marta Mabel Lardo TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

Asi, varias lineas celulares mieloides obtenidas de pacientes con crisis blastica de
LMC como la linea K562, son células con arresto de la diferenciacion, y son a su vez, las
mas utilizadas in vitro para el estudios biolégicos y farmaciolégicos de esta patologia.
Particularmente la linea K562 BCR-ABL positiva representa un clon neoplasico con cierto
grado de diferenciacién mielo-eritroblastica (Lozzio CB et al, 1975, Lubbert M et al, 1991),
por lo tanto representa un excelente modelo de la fase “Blastica” o transformacién aguda
de la LMC.

1.2.6.1 MODELOS DE CULTIVOS EN LINEAS CELULARES DE LMC

Diferentes modelos experimentales obtenidos a partir de lineas celulares humanas
0 de raton, pueden ser usados en las investigaciones para el estudio de la LMC (Mahon F.
et al, 2003). Se han logrado realizar investigaciones en fibroblastos, en la linea celular
BV173, Baf/3, 32D y linea celular de ratbn MO7. A pesar de sus diferencias, todas estas
lineas celulares presentan el gen de fusion BCR-ABL1, lo que permite su utilizacion en
estudios de mecanismos de transduccion de sefiales, y ensayos farmacologicos de
distinto tipo para la LMC (Topaly J et al, 2001; Gambacorti-Passerini Carlo et al, 2008;
Enrique J. Andreu et al, 2005).

La sola presencia del gen BCR-ABL1, permite la activacién de los mecanismos
relacionados a la proliferacion celular espontanea con el aporte de los nutrientes
necesarios. Ese hecho, pone de manifiesto el rol central que cumple este gen en la

estimulacion de la proliferacién celular.

Como confirmacion de este fendmeno, se ha logrado que células stem
embrionicas BCR-ABL1 positivas trasplantadas en ratones irradiados, puedan
diferenciarse en células hematopoyéticas con todas las caracteristicas de la LMC (Peters
DG et al, 1999).

1.3 TRATAMIENTO DE LA LMC

La LMC representa aproximadamente el 15% de todos los casos de Leucemia. La
gran mayoria de los pacientes con LMC, corresponden a personas de mediana edad, y
s6lo un 10% de los casos se encuentran en un rango etario entre 5 a 20 afios. La

incidencia en EEUU es de 1-2 casos x 10° habitantes/afio.
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El 70% de los pacientes sintomaticos al momento del diagndstico, presentan
molestias abdominales, anorexia, pérdida de peso y sudoracion excesiva. La exploracion
fisica muestra palidez y esplenomegalia (Figura 8). Sin embargo en una proporcion
importante de pacientes, la enfermedad se descubre casualmente, por la presencia de un

elevado recuento de leucocitos obtenido en un examen de laboratorio de rutina
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Figura 8 Porcentaje de pacientes con LMC que presentaron sintomas, clasificados por niveles de severidad.

(Modificado de Richard Larson, 2011).

El recuento de leucocitos de la fase crénica de la LMC, se encuentra por encima
de 25 x 10° cellL, y méas frecuentemente supera los 100 x10° cel/lL y estas cifras son
indicativas de que el paciente requiere tratamiento inmediato, para evitar que aumente
progresivamente el recuento leucocitario y avance hacia la fase de aceleracion y luego
inicie a fase blastica. El cuadro morfolégico de sangre periférica en FC es bastante
caracteristico, debido a la alta cantidad de precursores mieloides presentes, elevado

recuento de basdfilos, pero un nimero no mayor al 5% de blastos.
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La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) ha establecido criterios morfoldgicos
bien definidos para identificar tanto la fase acelerada (FA) como la crisis blastica (CB)
(Tablas 2y 3).

Criterio para la Faser Acelerada en LMC(WHO)
Si 1 6 mas de los siguientes criterios estan presentes

Blastos: 10 a 19 % en SP o MO

Basofilos en SP: > 20%

9
Trombocitopenia persistente( < 100 x10 /L) *

9
6 trombocitosis persistente (> 1000 x10 /L) *

Aumento del bazo o de los leucocitos (sin respuesta al tratamiento)
Evidencia citogenética de evolucion clonal

Proliferacion megacariocitica en clusters asociados a fibrosis colagena o
reticulinica

Tabla 2: Criterios de la Organizacién Mundial de la Salud para definir una Fase acelerada (Jaffe SE, 2001)
(* Esto pardmetros son excluyentes entre si)

Criterio para la fase blastica en LMC (WHO)

Blastos =20 % SP o MO
Proliferacion blastica extramedular

Grandes clusters de blastos en biopsia de MO

Tabla 3: Criterios de la Organizacion Mundial de la Salud para definir una Fase blastica (Jaffe, SE, 2001)

Hay varios sistemas de puntuacion, que permiten establecer el riesgo relativo para
progresion y muerte durante la fase crénica temprana cuando han transcurrido menos de
doce meses desde el diagnéstico, y no ha recibido tratamiento (exepto Hidroxiurea), en
base a hallazgos clinicos y de laboratorio al momento del diagnéstico (Kantarjean HM,

1990; Hasford J, 1998). Uno de los mas frecuentemente usados y recomendados ha sido
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hasta ahora, el propuesto por Sokal en 1984, y discrimina tres grupos prondsticos acordes

al tratamiento utilizado al momento de su descripcion, con las siguientes variables:

e sexo
¢ tamafo esplénico (cm)
e 9% de blastos en sp

e hematocrito

e recuento de plaquetas.

Cada uno de estos parametros se combina en una ecuacion que determina el
valor final de puntaje de riesgo segun se detalla a continuacion 6 también se puede

estimar ingresando al sitio  www.roc.sec.se/Sokal.asp.
Férmula: Riesgo relativo Sokal
R = (0.0255 x tamafio esplénico - 8.14) + (0.0324 x % blastos - 2.22) +

(0.1025 x plag/700 - 0.627) - (0.0173 x Hto - 34.2) - (0.2682 x puntuacién sexo -1.4)

Con esta puntuacién se pueden distinguir tres grupos de riesgo, y que junto a los
marcadores moleculares, contribuyen a tomar decisiones terapéuticas (Tabla 4). Segun
las ultimas modificaciones realizadas por el Grupo Europeo en el estudio de la LMC,
propuesto por Baccarini M. y colaboradores (Baccarani M, 2009) -conocido como Score
EURO, no se toma en cuenta el sexo como una variable de pronostico, y se incluye en la
puntuacién, el porcentaje (%) x 10 del recuento de eosindfilos y baséfilos en sangre

(http://w.w.w.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/cml_score/index_eng.html). Mientras

qgue el Score EUTOS propone el tamafio del Bazo y el recuento de basdfilos

(http://w.w.w.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/eutos score/index eng.html)

(Hasford et al, 1998 y 2011). En nuestro estudio nos hemos basado en el core de Sokal

original.
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RIESGO RELATIVO GRUPO DE RIESGO MEDIANA DE SUPERVIVENCIA
( MESES)

<0,8 Bajo 67

0,8-1,2 Intermedio 52

>1,2 Alto 35

Tabla 4 Grupos de riesgo relativo segiin Sokal, 1984

1.3.1 INHIBIDOR DE TIROSINA KINASA

En 1953, el busulfan es introducido en la practica clinica como un citorreductor.
Esta sustancia fue rdpidamente elegida como reemplazo del tratamiento con radiacion
para los pacientes con LMC, sin embargo debido a los efectos adversos, fue
posteriormente sustituido por Hidroxiurea (HO-Ur), un inhibidor de la enzima
ribonucleédtido reductasa (Hehimann et al,2003; Grupo colaborativo en el estudio de la
LMC, 1994).

La HO-Ur puede ser utilizada desde el momento mismo del diagndstico, y si bien
tiene menos efectos toxicos que el anterior, el nivel de refractariedad a este agente siguio
siendo elevado. Una estrategia alternativa, fue el agregado del interferon-alfa (INF-o),
introducido en los protocolos terapéuticos durante la década del 80, y con este tratamiento
se obtenia la remision citogenética completa en mas del 26% de los casos.
Posteriormente los tratamientos combinados con citarabina, aumentaron esta eficacia con
disminucién significativa de los efectos no deseados (Guilhot et al ,1997; Kantarjian et al,
1999).

En 1996 Druker B, describe la actividad in vitro de un inhibidor de TK (Imatinib)
para la proteina BCR-ABL. Este descubrimiento revolucion6 el concepto actual de la
farmacologia no solo de la LMC, sino también de un amplio espectro de tumores cuyo

crecimiento son dependientes de diferentes TK.

Si bien en la mayoria de los casos con LMC, se encuentra el reordenamiento
molecular BCR-ABL1 (b3a2 6 b2a2), esta nueva molécula permite inhibir el sitio activo de

la TK, sobre el 100% de las distintas isoformas wilde-type (no mutadas) del BCR-ABL.
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El Imatinib es un derivado de la 2-fenilaminopirimidina (CygH3;N;O.CH4SO3).
conocido como Signal Tranduction Inhibitor (STI-571; Novartis Pharmaceutics, Basel,

Switzerland).

Este nuevo compuesto también tiene actividad sobre otras Tirosinas Kinasas
ademas de ABL, como PDGFR ay 8, c-Kit, ARG (Abl-Related Gene) (Capdeville R et al,
2002; Bohmer FD et al, 2003). El Imatinib compite con el ATP por el sitio catalitico de la
proteina BCR-ABL, estabilizando la configuraciéon inactiva de la enzima TK, lo que impide
la fosforilacion de los substratos intracelulares de la TK que intervienen en la proliferacion
celular (Figura 9y 10).

La inhibicion de la actividad TK de BCR-ABL, por accién de este compuesto
modula la transcripcion de varios genes relacionados con el control del ciclo celular, la
adhesion y la organizacion del citoesqueleto, promoviendo la muerte celular programada

de la célula Phi+.

1 Actividad TK 2 Inhibicién de la actividad TK
P-Loop del BCR-ABL del BCR-ABL por ITK

Substrato
No fosforilado

Fosforilacion
del substrato
Cascada e activa Cascada efectora inactiva
6 Tirosina ¢ Fosfato

Figura 9: 1 Sitio de union del ATP. 2: Mecanismo de interaccion del inhibidor de Tirosina Kinasa, con la
proteina oncogénica p210. (Modificado de Deininger M W, 2000)
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Dominio Kinasa

Dimerizacién
Transactivacion

Proteinas del
citoesqueleto

4

Proliferacién y sobrevida Sobrevida

Transcripcion

Degradacion y Proliferacion

Figura 10: Elimatinib actta inhibiendo la autofosforilacion de BCR-ABL vy a patir de alli se produce la
inhibicion de la fosforililacion de todas las proteinas que actuan en la transcripcion.
( Modificado de Druker , 2011)
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Los trabajos de Deininger y col. (Deininger et al, 2005) demostraron mediante
estudios in vitro, que el Imatinib inhibia selectivamente el crecimiento de células
progenitoras mieloides BCR-ABL positivas, con poco efecto sobre el crecimiento in vivo

de las células hematopoyéticas normales.

Esto permiti6 avanzar sobre las estrategias terapéuticas usadas hasta el
momento, logrando mejorar la morbi-mortalidad de los pacientes con LMC en la fase
cronica de la enfermedad. El tratamiento con Imatinib demostré reducir significativamente
el nimero de copias de ARN mensajero del transcripto BCR-ABL1, respecto del nivel del

mismo al inicio del tratamiento (Druker B et al, 2006).

En el protocolo de estudio denominado “IRIS” (“Estudio Internacional randomizado
INF+ citarabina vs STI571”), se demostré que los pacientes tratados con Imatinb, lograron
una reduccion (23 log) en la carga de mensajeros del BCR-ABL, con una probabilidad de
recaida de solo el 3% a los 54 meses del tratamiento (Druker BJ et al, 2006). Actualmente
el uso combinado de imatinib+INF-o, resulta en una mas rapida respuesta citogenética
observada a los 6 meses. Sin embargo esta terapéutica combinada no aumenta la
eficacia a largo plazo (48 meses) respecto de imatinib solo. (Palandri Fet al, 2010). Segun
los dltimos protocolos de estudio, el 79 % de los pacientes que inician su tratamiento con
imatinib, obtiene una Respuesta Molecular Mayor (RMM), caracterizada por la deteccion
de menos del 0,1% de células BCR-ABL+ respecto al valor encontrado al inicio del
tratamiento. Si estos valores son obtenidos en el control a los 36 meses de la terapia, son
indicativos de sobrevida libre de eventos para al menos los 12 meses siguientes
(Pavlovsky C et al, 2011).

Entre el 15-20% de los pacientes que recibe Imatinib en la fase temprana de la
enfermedad, no alcanza la remisidn molecular, y esto se debe a diferentes mecanismos
de resistencia o refractariedad al tratamiento. Asi la evidencia molecular de persistencia
de la enfermedad llevdé a desarrollar nuevas estrategias farmacolégicas que eviten el
recurso de un trasplante de M.O. Para los pacientes que fallan a la terapia con la dosis
estandar diaria de Imatinib, se puede utilizar dosis escalonadas de 600-800 mg/d como
segunda linea de opcion, pero estas altas dosis no son las recomendadas para pacientes
con intolerancia al farmaco. Una segunda alternativa es el uso de otros inhibidores de TK,
tales como el Dasatinib y el Nilotinib (Henkes et al, 2008), y son habitualmente utilizados

en pacientes que presentan una mutaciones en la TK que los hace resistentes al Imatinib.
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El Dasatinib es recomendado luego que fracasa el tratamiento con imatinib, sin
mutaciones presentes 0 debido a mutaciones en la proteina BCR-ABL. Los pacientes que
presentan las mutaciones (L248, Y253, E255K/V, V299L, F317L, F359, y H396) muestran
un grado de sesnsibiliad intermedia al farmaco, mientras que aquellos que presentan la
muatcion T3151 son resistente al tratamiento con Dasatinib (Cortes J, 2009). El
Dasatinib inhibe la actividad tanto del BCR-ABL como de otras kinasas oncogénicas
incluyendo c-KIT, Efrin (EPH, en inglés) kinasas, y el receptor PDGFf (Jabbour E et al,
2011). Y se ha demostrado que las EPH kinasas juegan un rol importante en diversos

procesos biologicos como la migracion, adhesion y angiogénesis (Halvor H et al, 2008).

El Nilotinib fue aprobado en los EE.UU. en 2007 para el tratamiento de pacientes
adultos en fase crénica y acelerada de LMC con resistencia o intolerancia a terapias
previas (Jabbour E et al, 2009). Ademas el Nilotinib inhibe igual que el Dasatinib otras
kinasas como PDGFR y receptor c-Kit. Sin embargo a pesar de su alta efectividad en los
pacientes resistentes, no tiene acciéon sobre la proteina BCR-ABL mutada-T3151 y E255V
(Weisberg E et al, 2005; Cortes J, 2009), la cual no puede ser inhibida por Imatinib

(descripto mas adelante).

El grupo de investigacion encabezado por Jerald P. Radich (Radich P, 2010)
muestra un modelo muy simplificado de la historia natural de LMC (Figura 11) donde se
explican las diferentes etapas de progresion de acuerdo a la sensibilidad 6 perdida de la
misma a los diferentes ITK
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Figura 11 En A Las células stem de la LMC se regeneran en una etapa temprana a progenitores
presumiblemente sensible a ITK. Con el tiempo surgen mutaciones en la TK, y/o modificaciones genéticas que
inducen la progresion a crisis blastica. (B) Si se inici6 tempranamente el uso de un TKI, puede evitarse la
resistencia y progresion. (C) la inestabilidad genética crea nuevos clones mas propensos a la resistencia y la
progresion y es neceario cambiar el esquema de ITK, aqui, la probabilidad de la eventual resistencia al
segundo ITK es alta. (Modificado por Jerald P. Radich, 2010, ASH).

1.3.2 MARCADORES BIOLOGICOS DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Las recomendaciones internacionales han precisado distintos parametros para
evaluar la respuesta al tratamiento en la LMC, que permiten establecer el prondéstico y las
recomendaciones terapéuticas, basadas en estimaciones de sobrevida global (SG) y
sobrevida libre de eventos (SLE), considerando “eventos” a la pérdida de respuesta, la
progresion a FA o a Crisis Blastica (CB). Las definiciones tales como Respuesta

Hematoldgica (RH), Respuestas Citogenéticas (RC) y Respuestas Moleculares (RM) son
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los marcadores bioldgicos utilizados segun las siguientes categorias: (Baccarani M et al,
2009).

[) RESPUESTA HEMATOLOGICA

[-1Completa (RHC)

a) Normalizacion del hemograma con:

e leucocitos <10 x 10° /L

e plaquetas < 450 x 10°/L

b) Sin elementos inmaduros en sangre periférica, sin bazo palpable y asintomatico
I-2 Parcial (RHP), cuando no alcanza la RHC a los 3-6 meses

I-3 Nula (RHN) cuando no alcanza la RHC después de los 6 meses

1) RESPUESTAS CITOGENETICAS

a) Completa (RCC) Ausencia de metafases Ph+

b) Parcial (RCP) Hasta un 35% de metafases Ph+
¢) Menor: (RCm) Entre 36 - 65% de metafases Ph+
d) Minima (RCmin) Entre 66 a 95% metafases Ph+
e) Sin RC o Nula: >95% metafases Ph+

[I) RESPUESTAS MOLECULARES

a) Completa (RMC): Transcriptos BCR-ABL1 indetectables por qRT-PCR y/o PCR

anidada, en dos muestras consecutivas de sangre periférica (sensibilidad >10*)

b) Mayor (RMM): Proporcion de BCR-ABL1/ABL (u otros genes de ref.) < 0,1-0,01%
en la escala internacional (El).

¢) Menor (RMMe): Reduccién de 1-2 Log en los niveles de transcriptos BCR-ABL1
d) Minima ( RMMin) : Reduccion de >1Log en los niveles de transcriptos BCR-ABL1

e) Nula (RMN): reduccion de <1 Log en los niveles de transcriptos BCR-ABL1
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Estos criterios introducen la metodologia adecuada para el estudio de los diferentes
tipos de respuestas que son esperables durante el transcurso de la enfermedad (Hughes
Tet al, 2008). El fenotipo respondedor vs no respondedror sera el resultado de una
eficacia terapeutica vs inefectividad 6 toxicidad.Para ello el paciente es monitoreado a los
3, 6, 12 y 18 meses, en sus tres niveles de respueta: hematoldgica, citogenética y
molecular, y que pueden categorizarse como: Gptima, suboptima ¢ fallo. La respuesta
Optima significa que no existen evidencias para realizar un cambio terapéutico, en cambio
en las respuestas subdptimas o fallo, existen advertencias clinicas y biol6gicas
(biomarcadores), que indican la necesidad de realizar controles mas estrictos y/o cambios
de estrategias terapéuticas. En la Figura 12 se puede observar el nivel de sensibilidad en
la deteccion de células leucémica, de cada metodologia de estudio y para cada nivel de

respuesta, dando lugar al concepto de marcadores de Enfermedad Minima Residual.

N° de células %
leucémicas Etapa de diagnéstico BCR-ABL/ gen control
orecaida
1012 < » 100
10 10
Respuesta Hematoldgica completa
1010 < » 1
Respuesta Citogenética completa
10° < > 0.1
10° Respuesta Molecular Mayor on
107 0.001
105 < Transcriptos indetectables "
Respuesta Molecular Completa 0.0001
RM40
RM43
RM*°

Figura 12 Relacion entre nimero de células leucémicas, grado de repuesta y numero de transcriptos
BCR-ABLL1 en relacién al gen control en la sangre periférica de los pacientes con LMC,
(Modificado segun Nikolas von Bubnoff, Justus Duyster, 2010).
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A pesar de estos avances metodolégicos que incrementan la sensibilidad de deteccién
de la EMR, estos marcadores sélo evaluan la respuesta terapéutica de un tratamiento ya

instalado.

Por eso nuesto objetivo (explicado més adelante) es determinar a priori si existe algun
marcador molecular que pueda predecir la respuesta terapéuticda y/o la evolucion clinica

de la enfermedad, aun antes de iniciar cualquier tratamiento e independiente del mismo.

DEFINICION DE RESPUESTA SUBOPTIMA

La Respuesta suboptima se define segun cuando:

e El paciente no alcanza una RHC a los 3 meses, es decir que no presenta “ausencia”

de células indiferenciadas.

e El paciente no alcanza la RCP a los 6 meses, es decir que se encuentran mas de

35% de metafases Phi+

El paciente no alcanza la RCC a los 12 meses

e El paciente no alcanza RMM, es decir una reduccion de al menos 3 log en el nivel de

transcriptos de BCR-ABL1 a los 18 meses.
e El paciente presenta alteraciones cromosomicas adicionales al cromosoma Phi

e El paciente presenta pérdida de la RMM 06 presencia de mutaciones en cualquier

momento.
DEFINICION DE FALTA DE RESPUESTA, FALLO DE RESPUESTA O RESPUESTA NULA:
La falta de Respuesta se define cuando | paciente:

No alcanza la RH a los 3 meses

No alcanza la RHC o sin respuesta citogenética a los 6 meses (>95% Phi+).

No alcanza la RCP a los 12 meses, 6 no alcanza la RCC a los 18 meses.

Presenta pérdida de RHC, RCC o mutaciones en cualquier momento. (Baccarini et al,
2009)
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Segun los ultimos consensos de la European leukemia Net, Baccarani y col, 2013 la

definicion de respuesta al tratamiento en primera linea de cualquier inhibidor se puede

resumir en Tabla 5.

Optima Alerta Falla
Al inicio No corresponde ACC/Phi+ No corresponde
(ruta mayor)*
Phi + Phi+ 36-95% y/o BCR-  Falta de RHC y/o

3 meses <35% y/o BCR- ABL1 210% Phi+>95%

ABL1<10%
6 meses Phi+0% y/o BCR- Phi+ 1-35% y/o BCR- Ph+>35% y/o BCR-

ABL1<1% ABL11-10% ABL1>10%
12 meses BCR-ABL1 <0,1% BCR-ABL1>0,1-1% Phi+=0% y/o BCR-

ABL1>1%
En cualquier Pérdida de RMC
Pérdida de RCC
Pérdida de RMM
Mutaciones ACC/Phi+

Momento BCR-ABL1<0,1% ACC/Phi- (-7 0 7q-)

Tabla 5 Definicién de respuesta al tratamiento en primera linea con cualquier ITK (Baccarani, 2013).

ACC: Alteraciones cromosémica Clonales. -7: Monosomia del 7; 7g- deleccion del cromosoma 7. *Ruta Mayor:
anomalias cromosdmicas que incluyen trisomia 8,Phi (1der(22)t(9;22)(g34;q11), isocromosoma 17 (i(17)(q10), trisomia
19, ider(22)(q10)t(9;22)(q34;q11)

Dentro de los mecanismos de falla en la respuesta a la droga, y relacionados a la

proliferacion celular se encuentran:

¢ Amplificacion 6 sobrexpresion del gen BCR-ABL1 (Hochhaus A et al,2002,
Deininger M and Druker B, 2004, Mahon FX et al; 2008)
¢ Mutacion en el dominio Kinasa del BCR-ABL (Branford S et al ,2009), que impide
la unién del Imatinib, y representan aproximadamente 40% de los fallos de
terapéuticos.
Una de las mutaciones mas frecuentes es la que se produce debido a un cambio
de Tirosina por Isoleucina en el nucle6tido 315 (T3151) conocida como mutacién gendmica

(C68721T), que provoca una disrupcion en la interaccion entre los puentes de hidrégeno.
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Esta mutacion representa el 15 % de las mutaciones encontradas en gen BCR-ABL
siguiendo en frecuencia las mutaciones G250E, E255K/V (Bengio R et al, 2011).
Generalmente la mayor frecuencia de mutaciones ocurre entre los residuos 244-255 en la
region denominada P-loop (Phosphate binding loop) del dominio kinasa del BCR-ABL
(Cardama et al, 2009). Actualmente ya han sido descriptas mas de 90 mutaciones en

pacientes resistentes al tratamiento con imatinib (Soverini S et al, 2011) (Figura 13 Ay B).

F359v/i/C/L
ezt D2766 niel SA17F/Y
M244av F311L/1 D363Y 1418S/V
T722A
K247R T3151 L3641 A433T
E279K
L248v V280A F317L/V/C A366G $438C
G250E/R ¥320C L370P
V289A/I E450K/G/A/V
Q252R/H 1324Q V371A E453G/K/V/Q
E373K
Y253F/H E459K/V/G/Q
E255K/V
SH3 SH2
P-LOOP
contacto contacto
L Y342H
M237v 3
E258D E292V/Q M343T
W261L 1261L A3aav
A L273M 1298V A350V
E275K/Q V3L M388L Maz2i
P4soL

Mapa de las mutaciones descriptas para la isoforma e Fa86s
Ia del ABL de muestras de pacientes con resistencia H396P/R/A
a Imatinib, indicando las principales estructuras A397P gs07Q
dentro del dominio kinasa.
P-LOOP: Sitios de union de fosfatos *

SH, y SHy: Regiones de contacto con proteicas
A-LOOP: Sitio de activacion
K247Ry Y320C son SNP

Sitio de unién del Imatinb por
puentes de H o van der Waals

Figura 13 Se muestra el mapa de la sustitucién de aa en el dominio TK del BCR-ABL identificados en
pacientes resistentes al tratamiento segun reportes. Se indica las ----regiones sobre los dominos donde
ocurren las mayores mutaciones: P loop: loop de unién al fosfato; contacto con las regiones SH2 y SH3,y A
loop (activation loop). Las sefiales indican las posiciones del aminoacido que se une formando puentes de
Hidrogeno con imatinib. La letras cursivas indican los polimorfismos de nucleétidos simples .Se recopilaron
datos de 27 estudios publicados entre 2001 y 2009. Modificado de Soverini S; 2011 y Representacion de los
sitios de mutacion en el dominio kinasa BCR-ABL. Mostrando las areas de activacion, catalitica y, de union a
fosfatos. American Society Heamtology ASH, 2004
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Otro componente importante de falta de respuesta al tratamiento, resulta de una
inadecuada biodistribucion y concentracion de droga intracelular, debido a mecanismos
de expulsion mediado por transportadores de membrana de la familia ABC tales como P-
gp (MDR-1) y BCRP, 0 inactivaciéon de la droga por metabolizacion mediada por
Citocromo p450 (CYP-450); o bien mediado por una fuerte uniéon del Imatinib a la alfa-1-

glicoproteina acida plasmatica (Gambacorti-Passerini, 2003).

1.4. EL GEN MDR-1 DE RESISTENCIA MULTIPLE A DROGAS

1.4.1 GEN MDR-1, ESTRUCTURA Y REGULACION

El gen MDR-1, ahora denominado ABCBL1, se localiza en el cromosoma 7g21.12 con
una extension de 120 kb, y contiene 28 exones (Chen CJ et al, 1990). Su expresion es
normalmente constitutiva y polarizada en células de drganos excretores. Sin embargo
puede ser inducida, tanto para incrementar su expresion en dichos tejidos, como para
generar su expresion de novo en células previamente negativas. En cancer, su expresion
en las células neoplasicas esta estrechamente emparentada con el fenotipo de resistencia
a multiples drogas que desarrollan dichas células, tanto en forma constitutiva (acorde al
tejido de origen), como luego de ser enfrentadas a dosis subletales de cualquier farmaco

citostético y/o inductor de dicho gen (Grandjean — Forestier, F et al, 2009) (Figura 14).

La regulacion de este gen es compleja y puede responder a estimulos
independientes de diversos factores transcripcionales y co-reguladores con areas de
consenso en la regién promotora del gen (Figura 15), tales como: p53, c-myc, c-jun, HIF-
1 (factor inducible por hipoxia-1), NF-kB, o CtBP1 (C-terminal binding protein 1) entre
otros. Este gen puede ser regulado por diferentes procesos fisiolégicos, o bien inducible
por la exposicion a muchos compuestos entre ellos el acido retinoico (factor de
diferenciacién celular), hormonas esteroides, etc, 0 como consecuencia de situaciones de
estrés que involucren citoquinas inflamatorias, cambios osmaticos, térmicos, de pH, etc.
(Emma K. Baker and Assam EI-Osta, 2003; Grandjean — Forestier, F et al, 2009)
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Figura 14: Esquema del promotor del gen MDR-1 humano.YB-1 (factor de transcripcion positivo), y
MEF 1 (factor activador del sitio promotor del gen MDR-1), unidos a elementos Y - box (o cajas
CCAAT simil). NF- kB/c — Fos (reguladores negativos) NF-Yy Spl son activadores de la
transcripcion, dependientes de AMPC (PKC) (Modificado de Grandjean — Forestier, F, 2009)
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Figura 15 Factores reguladores de la transcripcién del gen MDR-1.
(Modificado de Labialle S et al; 2002)
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1.4.2 P-GP: DEL GEN A LA PROTEINA. SU ESTRUCTURA Y LOCALIZACION EN LA
MEMBRANA PLASMATICA.

La P-gp pertenece a una superfamilia de transportadores-ABC encontrados en
diferentes especies, desde procariotes hasta eucariotes. P-gp fue descripta por primera
vez, por Juliano R y Ling, en 1976 en células neoplasicas resitentes al tratamiento
simultaneo con una amplia variedad de drogas citotdéxicas. Su nombre glicoproteina P,
proviene de su funcion intimamente relacionada con la hipotética pérdida de
permeabilidad celular a dichas drogas, y posteriormente se determiné su capacidad de
exportar fuera de las células, tanto los farmacos administrados como asi también un
amplio espectro de compuestos organicos neutros y/o catidnicos con estructuras muy
diferentes entre si (Dassa E et al, 2001; Szakacs G et al ,2006).

La P-gp posee doce dominios transmenbrana (TMD) altamente hidrofébicos, que
contituyen un “poro” a través del cual las drogas atraviesan la membrana hacia el exterior,
y dos dominios citoplasmaticos de unién a nucleétidos (NBD) para la hidrélisis de ATP
que producen la energia requerida para el transporte mencionado, por un mecanismo

dependiente de Ca®" y temperatura, (Thomas J. Raub ,2005) (Figura16)

Transporte > . ‘

Activo

\

Mitocondrias Microtibulos

Figura 16.Una representacion idealizada de la gliproteina—P y sus 12 dominios transmenbrana (TMDs) dentro
de la bicapa lipidica. (Modificado de Thomas J. Raub, 2005)
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La glicoproteina-P (P-gp) presenta un PM de 170kDa y es el transportador mas
estudiado, dado su impacto clinico-terapéutico en practicamente toda la farmacologia. En
la médula 6sea normal, P-gp y BCRP (ambos ABC-transporters), se expresan en forma
transitoria  en los progenitores hematopoyéticos tempranos SCH (“Stem cells”
hematopoyéticas), y P-gp particularmente también se encuentra expresada en la
poblaciones linfoides T maduras (CD4+, CD8+) y en células natural killer (CD56+) (Drach
D, 1993).

Estudios por microarray de ARNm, confirmaron la expresion transitoria de los
mensajeros de P-gp y BCRP, en subpoblaciones menos diferenciadas de células Stem en
la MO, incluyendo estadios CD34-negativos (Bunting, 2002; Bunting et al, 2003).
Habitualmente estas células no expresan otros marcadores de diferenciacion de linaje,
tales como el cluster de diferenciacién mieloide CD38, por los que se los denomina Lin"*
(Larochelle et al, 1996; Civin et al, 1996). Esta expresion transitoria de los transportadores
en la célula progenitora CD34-/CD34+, estaria relacionada a su proteccion frente a un

potencial microambiente nocivo (Zhou S, 2001).
1. 4.3 P-GP, FUNCION, REGULACION Y CARACTERIZACION

Se considera que la expresion de P-gp en las células tumorales representa un
mecanismo de proteccion detoxificador de substancias citotoxicas, como los alcaloides de
la vinca, antraciclinas, colchicina, etopdsidos, actinomicina D, y otras importantes drogas
usadas en la terapia del cancer (Chung-Pu Wu, et al, 2008; Cheol-Hee Choi;2005). Esta
propiedad, le permite a la célula neoplasica, “resistir” al tratamiento con diferentes
farmacos dirigidos a distintos blancos terapeutricos, aun administrados en forma conjunta.

Si bien habitualmente P-gp (y BCRP) se localiza en la membrana plasmética de
las células K562 que la expresan (Lardo et al, 2007), también se ha descripto su
localizaciébn en las membranas mitocondriales de las células K562 resistentes a
doxorrubicina (Monteanu E et al, 2006), o bien como consecuencia de su transfeccion
génica como en las células PN1A-NIH/3T3 (Solazzo M et al, 2006).

La P-gp puede interactuar con dos tipos de componentes: un primer grupo es el de
sustratos hidrofébicos 0 compuestos neutros, y el otro formado por compuestos

organicos con carga eléctrica positiva (cationes organicos).
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Se han descripto tres modelos principales de accion de la P-gp en el transporte de
drogas: un transporte clasico a través de los 12 dominios transmembrana que generan un
poro por el que saldran las drogas bombeadas a expensas del ATP hidrélizado por los
NBD citoplasmaticos; otro de los mecanismos se debe al aspirado 6 “vacumm cleaner” de
compuestos que lograron solubilizarse en la membrana, pero son captados por la P-gp sin
alcanzar el citoplasma, y finalmente un mecanismo de translocacibn denominado
“flippase”, que modifica la composicién de los fosfolipidos de la membrana celular. Este
tltimo mecanismo puede estar vinculado a cambios de potencial de accién de la
membrana, por lo cual el coeficiente de particion de una droga en la capa bilipidica se
modifica de manera tal de necesitar 2-4 log mas de concentracién de drogas para lograr

su solubilizacion e ingreso a las células (Witkins et al, 1997; Roepe PD, 2000).

La P-gp funciona en cuatro niveles principales de acuerdo a su localizacion en el
organismo (Bendayan R, 2006) (Tabla 6):

1-Limitando el ingreso de compuestos desde la absorcién intestinal, debido a su
expresion en la membrana apical de los enterocitos.

2-Promoviendo la eliminacion ya sea hepatobiliar o por via renal, a través de su
expresion en la membrana de los canaliculos de los hepatocitos y en la membrana
luminar de las células del tibulo proximal del rifibn respectivamente.

3-Impidiendo la entrada de distintos compuestos “peligrosos” (incluyendo
farmacos) en diferentes tejidos protejidos por barreras biolégicas altamente
especializadas como la BHE (barrera hematoencefélica), placenta, testiculos, etc.

4- A nivel celular, impidiendo el ingreso de farmacos en células neoplasicas

MDR+.

Intestino Membrana Apical

Rifidn Membrana apical de las células del epitelio,
el tibulo Proximal

Higado Membrana canalicular del Hepatocito

Barrera Membrana luminal de las células

Hematoencefélica del endotelio

Placenta Trofoblastos

Testiculo Membrana de las células del endotelio capilar

Tabla 6 Distribucion de la P-gp en los tejidos normales. (Modificado de Cheol-Hee Choi, 2005)
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Diferentes sustancias citotdéxicas suelen ser sustratos de esta bomba de expulsién,
pueden también ser inhibidores de su funcién, y en algunos casos comparten ambas
propiedades, dependiendo de las concentraciones aplicadas.

Ha sido demostrado que el Imatinib es sustrato de la P-gp, y esta glicoproteina
expulsa al Imatinib en aquellas células que la expresan (Hegedus Tama’s et al, 2002).

Existen compuestos capaces de revertir la multirresistencia a farmacos en células
MDR+ y que se denominan quimiosensibilizadores. Muchos de ellos no son tdxicos por si
mismos y compiten con los farmacos antitumorales por la unién a la P-gp, aumentando
asi la concentracion intracelular de farmaco citotoxico. En 1981 Tsuruo y col, descubren
qgue el verapamil, un agente bloqueante de los canales de calcio, es capaz de
resensibilizar las células de la linea leucémica P388-MDR+ resistentes a vincristina
(Tsuruo Tet al, 1982). Aflos mas tarde se reportd que la ciclosporina A (CyA), también
puede modular la funcion de la P-gp inhibiendo su actividad (Twentyman PR et al, 1987).
Mas recientemente se demostré que la CyA también puede bloquear la otra proteina de
transporte BCRP (ABCG2) (Gupta A et al, 2006).

1.4.4 POLIMORFISMOS DEL GEN MDR-1

Las variaciones inter-individuales en la efectividad de un tratamiento pueden estar
sujetas a diferentes causas. Una de ellas es la falta de adherencia del paciente al
tratamiento indicado. El Imatinib se administra por via oral, por lo cual el cumplimiento
con el tratamiento es totalmente dependiente del propio paciente. En los casos con

completa adherencia se logra una RCC del 90% (Marin et al, 2009).

Por otro lado se deben tener en cuenta factores farmacocinéticos, que modifican
las concentraciones plasmaticas de las drogas. Estos cambios pueden estar relacionados
con diferentes niveles de expresion yl/o funcion de las enzimas relacionadas al
metabolismo (fase | y Fase II) como de las proteinas de transporte de las drogas,
relacionadas a la eliminacion de los farmacos o sus metabolitos del organismo. En
conjunto y/o en forma individual, estos factores pueden alterar la absorcion y

biodistribucién del Imatinib.

Se han descripto polimorfismos de una sola base 6 nucleétidos simples (SNPs) en

el gen MDR-1, que estan asociados a cambios de expresion en tejidos normales, con
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impacto en la absorciéon y nivel plasmatico de distintas drogas (Hoffmayer et al, 2000).

Cada una de las formas variantes polimérficas (SNPs) de un gen, puede
expresarse en un solo alelo (forma heterocigota), o en dos alelos (forma homocigota)
(Benitez Ortiz J et al, 2002) (Figura 17).
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Figura 17. Representacion genérica de un polimorfismo de alelo Unico. Muestra el cambio de CG por TA. La
cadena de ADN en 1 difiere de la del ADN en 2 en un sélo par de bases. Gibson & Muse, 2004.

Los SNPs estan presentes en el genoma humano con una frecuencia de uno por

cada 1.200 pares de bases.

Aproximadamente el 80% de los polimorfismos reside en regiones no codificantes
del genoma, es decir, en regiones no relacionadas con secuencias que contienen la
informacion esencial para la expresion y/o funcion de un gen. Sin embargo, el 20%
restante se encuentran en regiones codificantes.

Precisamente, el estudio de Hoffmayer identificé 15 polimorfismos en el gen MDR-

1, ubicados en regiones codificantes (Figura 18).

-53-



Marta Mabel Lardo TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

GEN MDR-1
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Figura 18: Polimorfismos en el gen MDR-1. Las flechas indican la ubicacién en las regiones exonicas,
e intron-exén de los diferentes polimorfismos y los correspondientes dominios en la proteina P-gp.
Modificado de Hoffmayer, 2000

Sus investigaciones realizadas en voluntarios caucasicos, permitieron asociar el
polimorfismo en el exén 26 (C3435T), con diferente nivel de expresion de la proteina a
nivel intestinal, y su repercusion en los niveles plasmaticos de drogas substratos de la P-
gp. Dicho estudio mostré la existencia de individuos homocigotas CC, homocigotas TT y
heterocigotas CT en dicho polimorfismo. Los individuos CC con mayor expresion proteica
duodenal, presentaban menores niveles de digoxina plasmatica a igual dosis administrada
que los CTy TT respectivamente (Figura 19).
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Figura 19: Estudio del polimorfismo C3435T: su relacion con la expresion de P-gp; segun el genotipo de

MDR-1 directa e inducida con Rifampicina, y la concentraciéon plasmatica de Digoxina. (Modificado de
Hoffmayer, 2000)
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Este polimorfismo podria afectar la absorcion intestinal de las drogas
administradas por via oral incluyendo el Imatinib (y otros ITKs) y por ende sus niveles en
plasma (J Thomas et al, 2004).

Estudios posteriores sobre los polimorfismos del gen MDR-1 realizados en lineas
celulares de Cancer de Mama: MCF-7; epidermoide: KB-3-1; neuroblastoma: SH-SY5Y vy
LA-N-1; de Coélon HCT-116, SW 620 y otros han demostraron un patrén de expresion
alelo especifica (Mickley, A et al, 1998).

Otros trabajos, (Zheng H et al, 2002) aportaron luego el posible impacto clinico en
un nuevo sitio polimorfico detectado en el exdn 21 (G2677T/A) del mismo gen y en
asociacion con el SNP del exon 26 anteriormente citado.

A la fecha ya se han reportado mas de 216 SNPs en el gen MDR-1, de los cuales
solo 3 se encuentran en regiones del promotor, 39 en zonas limitrofes exdn/intron, y 16 en
las regiones exonicas segun los registros de SNPer (SNPer bioinformatic tool
http://snpper.chip.org) (Riva A. and Kohane |.S, 2002; Jamroziak and T.Robak, 2004).

A su vez, se han descripto diferencias étnicas en la expresion funcional de estos

polimorfismos, de modo tal que identicos genotipos pueden resultar en funcionalidades
fenotipicas opuestas. Tal es el caso de la etnia japonesa, en quienes el polimorfismo CC
(3435) resulta en individuos con baja expresion de la P-gp duodenal y los portadores del
genotipo TT (3435) tienen alta expresion proteica (Mizuho Tanabe et al, 2001),
exactamente a la inversa de lo descripto por Hoffmayer en caucasicos.

También se ha podido comprobar la existencia de una amplia variabilidad de
frecuencias en el genotipo, para las variantes ABCB1 1236 C>T (ex6n 12, rs 1128503);
2677 G>T (ex6n 21, rs 2032582) y 3435 C>T (exon 26, rs 1045642) en relacion a los
diferentes grupos étnicos, segun varios autores (Barlam et al,2003;Sebahat et al, 2006;
Cascorbi et al, 2001 y 2011; Maja Milojkovic et al, 2011; Chava Kimchi-Sarfaty;et al
2007)(Tabla 7)
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Genotipo Chinos | Malayos | Hindues | Turcos | Caucasicos | Servios Judios Ref
Ashkenazi
3435C/C | 24* 25* 18 * 204 19" 30,7” Balram et
C/T | 44* 46 * 39* 53# 53,9° 54" 38,6” al,2006*
T/T | 32* 28* 43 * 274 28,6° 27 30,7” #Turgut
Sebahat et al,
2006
2677 G/G B B B B B 26" 35,6 Cascorbi et
G/T 56,4° 15" 47,5” al,2001;2011°
T/T 41,6° 15* 16,8” Maja
G/A 1,9° 3™ Milojkovic et
T/A 0,6 al, 2011*
Chava Kimchi-
Sarfaty; 2007”

Tabla 7 Frecuencias de genotipos en diferentes grupos étnicos Balram et al, 2003*; Turgut Sebahat et al,
2006#; Cascorbi et al, 2001 y 2011°; Maja Milojkovic et al, 2011* Chava Kimchi-Sarfaty; et al 2007"
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

A) OBJETIVOS GENERALES

Estudiar el fendbmeno de FARMACORRESISTENCIA mediado por proteinas de
transporte (ABC-transporters), en el tratamiento con Imatinib en LMC, con el objeto de
identificar:

a) Posibles nuevas estrategias terapéuticas, con inhibidores de las proteinas de
transporte.

b) Posibles variantes alélicas en el gen MDR-1, que puedan explicar las diferencias
individuales en el tratamiento con inhibidores de TK, y el riesgo de fracaso terapéutico.

c¢) Si dichas variantes alélicas podrian predecir un mal pronéstico de la enfermedad.

B) OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para evaluar la importancia del mecanismo de resistencia a un inhibidor de TK en la
LMC, este trabajo consta de un &rea experimental in vitro y, un area clinica.

B-1: OBJETIVOS EN EL AREA EXPERIMENTAL:

Caracterizar la farmacorresistencia al Imatinib mediada por P-gp, de la Linea K562, desde

el punto de vista funcional y genético:

Para este objetivo, la linea celular utilizada fue previamente caracterizada por la presencia
de amplificacion del gen BCR-ABLL1 y, la ausencia de mutaciones en el dominio kinasa de
la proteina BCR-ABL.
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I. Estudio funcional del Fenotipo de “resistencia a Imatinib”, mediado por P-gp.

i.a: Para este objetivo se establecerd si existe alguna asociacion entre la expresion
proteica de P-gp y la sensibilidad o resistencia al tratamiento con dosis crecientes de
Imatinib, medido como tasa de muerte celular.

i.b: Verificar si la administracion de CyA, como inhibidor de la funcion de este

transportador, mejora la sensibilidad al tratamiento con Imatinib en dichas células.

i.c: Monitorear la inhibicién de P-gp, mediante pruebas funcionales de transporte de
Rho-123.

ii. Caracterizacion de los polimorfismos del gen MDR-1 de impacto clinico antes

mencionados en dicha linea celular.

Para este objetivo se utilizardn estudios de secuenciacion directa de los
fragmentos exdnicos correspondientes a cada uno de los siguientes polimorfismos:
C1236T, C3435T y G2677T/A.

B-2: OBJETIVOS EN EL AREA CLINICA SE PROPONE:
i- Estudio de los Polimorfismos del gen MDR-1en pacientes con LMC

Estudiar los polimorfismos C1236T, C3435T y G2677T/A (para los exones 12, 21y
26 respectivamente) del gen MDR-1 en pacientes BCR-ABL1 positivos, y evaluar su
posible relacion con la respuesta terapéutica y el desarrollo de la crisis blastica, acorde a

los protocolos de tratamiento y seguimiento de la enfermedad en nuestro medio.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

PARTE |

ENSAYOS BIOLOGICOS EN LINEA CELULAR (IN VITRO)
3.1.1CULTIVO DE LINEAS CELULARES BCR/ABL1+.

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR K562 WT (PARENTALES) BCR/ABL+

Se usaron células de la Linea K562 BCR/ABL1 positivas, obtenidas de la
coleccion de Biologia Celular Americana ATCC (American Type Culture Collection, N°
de catalogo CCL-243™), obtenidas originalmente a partir de liquido pleural de un
paciente de 53 afios con LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA en estadio terminal de
CRISIS BLASTICA (Lozzio ,1975). Esta poblacion celular se caracteriza por ser
pluripotente pero ligeramente diferenciada hacia estirpe mieloertroide. La Linea K562
permite aislar y mantener en forma persistente, la expresién del cromosoma Phi a lo
largo de sucesivos pasajes de cultivos in vitro.

A nivel molecular, dichas células expresan el rearreglo BCR-ABL1 con la
amplificacion del reordenamiento de tipo b3a2 antes descripto.

Las células parentales con fenotipo resistente, fueron mantenidas segun
procedimientos convencionales (Assef Y et al, 2005), con el agregado de gentamicina y
L-glutamina. Las células K562 tuvieron entre 3 a 10 repiques, antes de ser usadas para
los ensayos experimentales.

Se trabajé con una cantidad =10° cel/ml por experimento. Las mismas se
mantuvieron en una atmoésfera de 5% CO, a 37°C en medio RPMI-1640,

complementado con suero fetal bovino al 10% inactivado por calor (30 min, 65°C).
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PROCEDIMIENTO: Los cultivos celulares se realizaron tomando 3 ml de células

criopreservadas a las que se les afiadio:

a- 1 mlde suero fetal bovino (Invitrogen, Paisley, UK)
b- 6 ml de RPMI-1640 (Invitrogen, Paisley, UK)

c- 60 pl de gentamicina (25pg mi™)(Invitrogen, Paisley, UK)

d- 70 pl de L-glutamina (2mmol L™*)(Invitrogen, Paisley, UK).

Los repiques fueron hechos cada tres dias y las células fueron evaluadas
periédicamente con un microscopio de luz invertida, hasta obtener una calidad y cantidad
acordes a las especificaciones del “Protocol for K562 Cells [ATCC] DCV-1008" (Figura
20).

Figura M&M-1 20: Observacién de la calidad de las células en cultivo, a través de un microscopio de luz
invertida. Modificado de “Optimized Protocol for K562 Cells [ATCC] DCV-1008 Vs. 03-2003"

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR K562-BCR-ABL1+, RESISTENTES A VINCRISTINA
(K562/vinc)

Esta Linea celular fue gentilmente provista por el Laboratorio de Neurofisiologia del
Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, (UBA- CONICET, Argentina), gracias a
la autorizacion del Investigador Dr. Basilio Kotsias, ante quién se le presentd un
compromiso de no utilizacién de la Linea para otros fines que no estuvieran relacionados
con el motivo de la presente investigacion. Las células K562 parentales fueron
acondicionadas por sucesivos pasajes de subcultivos con concentraciones crecientes de
vincristina (Provistas por Dr Lehne G. University of Oslo, Norway), las que tuvieron un

crecimiento continuo aun en presencia de sulfato de vincristina 150 nM (Filaxis, Argentina),
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generando la sublinea K562/vinc (Assef Y et al, 2009). Esta sublinea celular se caracteriza
por presentar un fenotipo de resistencia multiple a drogas. La sublinea K562/vinc expresa
la glicoproteina P-gp, por lo que se la considera MDR-1+. Una vez obtenida la suspensién

celular, se extrajo ARN para los ensayos semicuantitativos de RT-PCR para el gen MDR-1.

3.1.2 HIBRIDACION IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH)

Las células fueron caracterizadas respecto a la amplificacion del gen BCR-ABL, por
el servicio de Citogenética de la ANM, aplicando técnicas de FISH acorde a
procedimientos previamente reportados. Brevemente, el estudio de amplificacion de BCR-
ABL1, se realiz6 mediante la técnica de FISH utilizando una sonda dual color extra sefal
(ES) para el gen de fusibn BCR-ABL (LSI ES BCR/ABL, Vysis, Downer Grove) (Belli C et
al, 2011). Dicho procedimiento tiene mayor sensibilidad que la técnica de citogenética
convencional (0,5-1%), dado el alto nimero de nucleos en interfase que se evallan
(Pinkel D et al, 1986; Naumman S et al, 2001, Bianchini M et al; 2008), en la Figura M&M-I
21 las imagenes fluorescentes de los nucleos en interfase de las células de LMC cuando
son visualizadas en un microscopio epifluorescente. Los nicleos que presentan sefial
fluorescentes en un mismo punto de color verde/rojo y/o amarilla, son interpretados como
positivos para la translocacion BCR-ABLl.Las sefales U(nicas verdes o rojas

(independientes) corresponden a los genes originales no translocados.

BCR-ABL —> #

<— ABL

BCR-ABL —> W

Figura M&M-1 21. Micrifotogrgafia (izq) y representacion esquematica (der), de una imagen de fluorescencia
BCR-ABL1 (+). Se observa un nucleos en interfase BCR-ABL 1 positivo en A para el punto de ruptura M-BCR,
y en B para m-BCR, con el método LSI BCR/ABL. (Modificado de D Primo, 2003).
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3.1.3 RT-PCR PARA BCR-ABL1

AISLAMIENTO DE ARN MENSAJERO DE LAS CELULAS K562

El ARNm fue extraido a partir de una suspenion con >10" cel/ml, con isotiocianato
de guanidina (Trizol® Invitrogen Life Technology Inc., Rockville, MD, USA), usando un
meétodo convencional descripto por (Choczynski P et al, 1987).

La calidad del ARNm aislado fue evaluada en una alicuota de 3 pl, por
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X preparado con agua-DEPC (0,04
M Tris-acetato, 0,002M EDTA), y coloreado con 2 ul de bromuro de etidio 10mg/ml,
conforme al procedimiento de rutina (Sambrook et al,1989).
El ARN extraido fue cuantificado por espectrofotometria por métodos convencionales.

Para medir la concentracion y la integridad del ARN obtenido, se tomo una
alicuota de la preparacion final, en Buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM [pH 8]).Se
midieron las DO a dos longitudes de onda: 260/280, nm en un Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Deutschland GmbH). La calidad y cantidad del ARN obtenido fue

considerada optima cuando la relacion DO 260/280 se enconton en el rango 1.8 - 2.1.

RETROTRANSCRIPCION DE ARN A ADNc (ADN-COMPLEMENTARIO)

La técnica de RT-PCR permite la transcripcion del ARN a su correspondiente
ADNc. En nuestro experimento se utilizaron oligonucle6tidos iniciadores (primers oligo-dt)
gue reconocen las colas poli-A presentes en los ARNm. EI ADNc obtenido es
posteriormente amplificado en una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en una
etapa. Para la reaccion de Transcriptasa Reversa (RT), se utilizaron 2,5 pg de ARN total

como templado. La mezcla de reaccion fue preparada con:

a. Buffer de Reaccion 1X (Buffer de Reaccion M-MLV 5X; conteniendo Cl,Mg 15 mM y
DTT), (Promega)

b. Desoxinucledtidos trifosfatados (ANTPs) 1mM (Promega, Biotech, Madison, WI; Cat
U1330)

c.Transcriptasa reversa SuperScript Il (SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Invitogen)
Catalogo N°18064-022 (200U ul) (Kotewicz, M.L, 1985)

d. Oligonucledtidos (oligo-dT; 50pmoles (Pharmacia, Stockholm, Sweden).

Para un volumen final de 20pl.
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Se incubd a 42°C durante 1 hora, y luego a 70°C durante 15 minutos para eliminar

la actividad de la retrotranscriptasa residual.
AMPLIFICACION DEL GEN DE FUSION BCR-ABL1

El disefio de los cebadores, para la deteccién de transcriptos de genes de fusion,
depende de la presencia 6 ausencia de mas de un punto de ruptura en uno de los dos
genes. Se amplificé el ADN complementario para analizar el gen BCR-ABL1, segun el
método previamente descripto (Kawasaki et al, 1988), con algunas modificaciones. Se

prepar6 la siguiente mezcla de reaccion:

a. 0,5ul de ADNc, Buffer Taq (1x), Cl, Mg (1,5 mM), dNTPs (0,2mM)

b. Cebador F (Foward): 5 GGA GCT GCA CAT GAT GACCAAC 3 05uM
c. Cebador R (Reverse): 5TCA GAC CCT GAG GCT CAAAGTC 3 0,5uM

d. Taqg polimerasa 2,5 U (Thermus aquaticus, Taq polymerase) (Promega, Madison, WI,;

Cat. M3001); agua csp volumen final de 50ul (Figura M&M-I 22)

A c
5'--< BCR Exon 1 BCR Exon 2 BCR Exon 3 ABL Exonll ABL Exonlll === 3
B

1

Figura M&M-I 22 Estructura del ARN mensajero y localizacién de los oligonucleétidos, para diagnéstico. A
y B representan los cebadores utilizados para dos secuencias de union conocidas para BCR-ABL1 en LMC
y C es un cebador especifico para el exén 3 en el gen BCR y para el exon Il en el ABL ( b3a2) , la flecha
indica la unién entre BCR y ABL (Kawasaki, 1988)

La amplificacion consistié6 en una desnaturalizacién a 95°C (5 min), seguido de 35
ciclos a 95°C (20 seg), pegado de los cebadores a 55°C (15 seq), y extensién final a 72°C
(Imin) mediante el uso de un Ciclador Modelo (Perkin Elmer/Cetus). El producto de
amplificacién del gen BCR-ABL1 tuvo un tamafio de 200pb.La corrida electroforética en
agarosa se visualizé en un transiluminador UV (Vilber Lourmat). Como control interno de la
calidad del ARN obtenido, se seleccioné el gen constitutivo (houskeeping), el gen
gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa (GAPDH). Para la deteccién de transcriptos del

gen GAPDH se realizé la siguiente mezcla: ADNc (5 ul); Buffer de reaccion Taq (1x);
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ChMg, (1.5mM); dNTPs (0,4 mM); cebadores 5’y 3" (0.5 uM) y Tag polimerasa (1.5U). Los

cebadores fueron:

Cebador F (Foward): F5"  CATCTC TGC CCCCTCTGC TG -3

Cebador R (Reverse): R5 CCC TCC GAG GCC TGC TTC AC-3

Para esta reaccion, se realizé el siguiente programa de amplificacion: un ciclo a 95°C
(5 min), 29 ciclos a tres temperaturas diferentes: 95°C (60 seg), 57°C (60 seg), 72 °C (60
seg), y finalmente un ciclo de extension a 72°C (10 min). El producto del gen control tuvo

un tamafio de 450 pb acorde a lo esperado.

3.1.4 qRT-PCR (PCR EN TIEMPO REAL) DE BCR-ABL1

La PCR en tiempo real o gRT-PCR cuantitativa es una variacion de la PCR
estandar util para la cuantificacion de ADN o de ARN mensajero de una muestra.
Utilizando cebadores especificos de secuencia, es posible determinar el nidmero de

copias o la cantidad relativa de una determinada secuencia de ADN o ARN.

Cuando la PCR en tiempo real se combina con una reaccién de retrotranscripcion
o RT (RT-PCR), puede determinarse la cantidad de ARNm de una muestra mediante una
cuantificacion relativa, la cual compara la cantidad o relacion del ARNm de un gen
especifico respecto a la cantidad de ARNm de un gen constitutivo tomado como control
enddgeno. A su vez esta forma de cuentificacion, se utiliza para realizar el seguimiento de

la evolucion de la enfermedad y/o su respuesta al tratmiento.

Para la cuantificacion, se mide en cada ciclo de PCR la cantidad de amplicones
producidos. La cuantificacién del producto se produce mediante la adicién de fluoréforos
gue se unen al amplicon de forma cuantitativa, de modo tal que a medida que se
incrementa el producto se emitira mayor fluorescencia. La denominada técnica FRET
(fluorescence resonance energy transfer) se basa en el uso de dos diferentes sondas
marcadas con dos fluorocromos, uno de elevada energia (Reporter), y el otro de baja
energia (Quencher), ampliamente utilizada para este tipo de cuantificaciones ( Gutierrez M
et al,2005)

La cantidad de amplicén producido es proporcional al nimero de moléculas de

ARN/ADN iniciales, de forma que en aquellas muestras con mayor expresion del gen, el
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amplicon fluorescente aparecera en ciclos anteriores (Figura M&M-I 23). Para cuantificar
los transcriptos de ARNm del gen BCR-ABL1, se parte de un volumen de 10ml de la

suspension de células en cultivo (K562) (Ver 1.3).

b3-82 e

2x108
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Figura M&M-1 23 La grafica A, muestra una curva estandar de cuantificacion de transcriptos BCR-ABL (b3a2),
usando una serie de diluciones de plasmido. En la grafica B, observamos las diferentes areas de una
amplificacion de PCR a tiempo real. El eje -vertical representa la cantidad de fluorescencia normalizada, y el
eje horizontal el niUmero de ciclos. La linea base (Baseline) se refiere a los ciclos iniciales en los que no hay
cambios detectables en la cantidad de fluorescencia, y solo se detecta la fluorescencia basal. Threshold es el
umbral en el que se produce un cambio significativo en la fluorescencia, y el corte entre el threshold y la curva
de amplificacion determina el Ct -o ciclo umbral que se emplea para la cuantificacién. El calculo del Ct siempre
se realiza en la fase exponencial de la curva (Modificado de Gutiérrez M, 2005)

ADN COMPLEMENTARIO DE LA LINEA K562 (CONTROL POSITIVO Y CURVAS)

La preparacion del ADNc para PCR en tiempo real de la Linea K562, se realizé

utilizando el siguiente esquema:

Buffer (M-MLV)5X 5,00 pl
Cebadores de ocho nucleotidos (Random Primers) dilucién 1:4 (0,5 pg/ul) 1,00 pl
DNTPs (10 mM) 1,25 pl
Transcriptasa reversa M-MLV (Moloney Murine Leukemia virus) (200U/ul) 1,00 pl
H,O (RNAse free) csp volumen final 25,00 ul
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ESTANDARIZACION DE LA REACCION DE RT-PCR

Se siguieron la condiciones de retrotranscripcion convencionales: desnaturalizacion
del ARN 5 min a 65°C, seguida de 5 minutos a 4°C, se realizé una centrifugacion a 10.900
rom durante 1 minuto, y se hibridiz6 60 minutos a 372C, luego se inactivé la enzima
durante 10 minutos a 70°C, seguido de 5 minutos a 4°C. Se centrifug6é a 10.900 rpm (1

min), y se conservé a -20°C hasta el momento de su posterior cuantificacion.

CURVA DE CALIBRACION

La curva estandar se obtuvo a partir de diluciones 1/10; 1/100; 1/1000; 1/10000, de
ADNCc de la Linea celular K562.

PREPARACION DE LOS CEBADORES

Los cebadores fueron disefiados para la union b3a2 del gen BCR-ABL1. Se
preparé una dilucion 10uM de cada cebador (F y R) para el gen BCR-ABL1 y ABL 1 a
partir de una solucion madre de 200 uM. Las secuencias de los cebadores fueron

descriptas en el punto 1.4.
PREPARACION DE LA MEZCLA DE PCR

La cuantificacion se realizé en un instrumento Lightcycler, con un fluor6geno
SYBR Green |. Se usaron los reactivos del kit FastStart DNA master SYBR Green |
(Roche, Mannheim, Germany). Este método usa un fluoréforo luz azul LED del equipo
(470 nm) que excita al fluor6geno Syber green (520nm) y que se unen a la doble cadena

de ADN en forma inespecifica, produciendo fluorescencia.

Para preparar la mezcal (MIX) se siguieron las indicaciones del fabricante, con algunas
modificaciones: Tag DNA polimerasa, Cl,Mg 10 mM; buffer y SYBER GREEN | Dye y
dNTP mix.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS DE gRT-PCR

Preparacion de la Mezcla BCR-ABL1; ABL1:Cl,Mg (3,5 mM) 1ul; oligonucleétidos
Forward y Reverse (10uM) 0,25 pul; H,O (RNAse free) para un volumen final de 10 pl.
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ESTANDARIZACION DE LA gRT-PCR PARA BCR-ABL1

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95°C (10 minutos), seguido
de 50 ciclos a 95°C (5 segundos) para la desnaturalizacion, hibridacion a 64°C (3
segundos), una extension a 72 °C (10 segundos), y una extension final a 80°C (20seq),

finalmente 30 segundos a 37°C.

Se realizaron tres ensayos independientes, para asegurar la
reproducibilidad del experimento. Se incluyeron en cada ensayo un control positivo
apropiado (gen ABL1), y uno negativo (ausencia de ADNCc). Si bien puede ocurrir una
sobreestimacion del numero de transcriptos cuando se usa como control interno el gen
ABL1, dado que los primers uasados no solo detectan el ABL1 wt sino también el ABL del
gen de fusion (Y. Lynn Wang et al, 2006), actualmente se acepta el uso de este y otros
genes controles siguiendo los protocolos estandarizados y validados por European

Against cancer (Gabert et al, 2003).

SECUENCIA DE CEBADORES PARA EL CONTROL +/GEN ABLZ1:

Secuencia 53’
Gen F TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGTGA Tamanfo
ABL1(NM_005157) R GAT GTAGTT GCT TGG GAC CCA 125pb

Un analisis de la emision de fluorescencia permitié seguir la cinética en tiempo
real, de la amplificacion del ADN. La especificad del producto amplificado, fué dado por
las curvas de fusion (melting), ya que cada amplicén tiene una T° de fusion diferente. El
numero total de copias de BCR-ABL1 detectado se informa como valor relativo al nimero
de copias del gen control (ABL1) expresado en porcentaje [(BCR-ABL1/ABL1) x 100].
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3.1.5 CITOMETRIA DE FLUJO

El inmunofenotipo permite evaluar en una suspension celular, la presencia de
antigenos (fenotipo) en las células en forma individual, La Linea K562, fue estudiada en
una suspension en PBS, mediante un instrumento Coulter Epics XL (Coulter Corporation),
Software System Il. El panel de anticuerpos seleccionados para asignar linaje a la Linea
K562, responde a las Recomendaciones del Consenso Internacional para el Estudio de
Neoplasias Hematoldgicas, segun del Grupo de Estudios de Bethesda, 2006 (Wood BL et
al, 2007).

Se realizaron marcaciones multiples utilizando un amplio panel de anticuerpos
monoclonales, para estudiar los linajes: mieloides, linfoides B y T, eritroide y
megacariocitico (Fiona E. Craig et al, 2008). Los mismos fueron marcados con dos
fluorocromos: isotiocianato de fluoresceina (FITC) en la Fluorescencia-1 (FL-1), que emite
a una longitud de onda de 514nm; y ficoeritrina (PE) en la Fluorescencia-2 (FL2), que emite

a 578nm. Para analizar el fenotipo se usé el siguiente panel de anticuerpos:

Panel Mieloide:
¢ HLADR-FITC/CD13-PE (Becton Dickinson Immunocytometry System, San José, CA; BD)
e CD33-FITC/CD56-PE
e CD15-FITC/CD117-PE(BD)
e CD7-FITC/CD14-PE.(BD)
Panel linfoide T:
e CD3-FITC/CD45-PE
e CDA4-FITC/CD8-PE
Panel linfoide B:
e CDI10-FITC/CD19-PE
Llinea eritroide:
e GLYA-FITC/CD2-PE (glicoforina A; Inmunotech, IT)
Linea monocitica:
e CD16-FITC/CD11c-PE.
Linea megacariocitica:
e CDG61-FITC/CD34-PE
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Para la deteccion de fluorescenecia basal (inespecifica) se usé los isotipos de
inmunoglobulinas, 1IgG1-FITC/IgG1-PE. Los resultados fueron expresados en porcentaje,

sobre un total de mas de10.000 células analizadas.

3.1.6 CARACTERIZACION DE LAS MUTACIONES EN LA PROTEINA BCR-ABL

El estudio para la busqueda de mutaciones en los dominios de la enzima TK, en la
Linea celular K562, fue realizado previamente por el Laboratorio de Genética Molecular de
la ANM, y se realizo mediante una extraccion de ARN y amplificacién de los exones 4 al 7
del gen ABL-1 (Bengi6 R et al, 2011).

3.1.7 EXPRESION DE LA PROTEINA P-GP Y BCRP.

Para evaluar la expresién de las proteinas P-gp y BCRP, se us6 un método
inmunohistoquimico de coloracion con anticuerpos monoclonales especificos (Boenish T,
2001).

Las células en cultivo, fueron lavadas con PBS. Se centrifugaron y se tomaron
10 pl del pellet de células, a las cuales se les afiadié igual volumen de azul tripan, para
medir viabilidad celular. Se consider6 una buena viabilidad a un porcentaje superior al
98% de células vivas. Los citopreparados fueron obtenidos a partir de 100 pl de células en
cultivo (10° cel/ml), centrifugadas a 700 rpm por 10 minutos, en una citocentrifuga
Shandon Il (Labsystem).

Los preparados fueron secados durante 24 horas a TA y conservados a -70°C
hasta el momento de su uso. Uno de ellos se colore6 con MGG (May Grunwal-Giemsa), a
fin de evaluar la morfologia y la distribucién celular en la monocapa. Para los ensayos de
inmunohistoquimica, se requirio el uso de portaobjetos sin carga positiva, para lo cual se

les hizo un tratamiento previo, con 3-aminopropil-trietoxysilane, al 2% en acetona.
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DETECCION DE P-gp.

Se realizo la deteccion de la P-gp por método inmunocitoquimico con dos diferentes
anticuerpos monoclonales especificos dirigidos a distintos epitopes. El clon C219 de raton
dirigido contra el epitope interno de secuencia aminoacidica altamente conservada en el
fragmento N-Terminal (VQEALD) (Van den Elsen et al ,1999) y el clon C494 de ratén
dirigido contra el epitope interno localizado sobre el fragmento C-Terminal (Volk H et al
,2005).

Para el anticuerpo C219 (Signet) los citopreparados de las células fueron fijados
en una mezcla formol/acetona, luego se lavaron con una solucion de TRIS-CIH 1M pH 7,8
y se incubaron overnight a 4°C con el anticuerpo primario (dilucion 1/25) previo
tratamiento con H,0O, al 3%. Para su deteccion se desarrollo el método de estreptavidina-
biotina marcada con peroxidasa de rabano (HRP) (LSAB-Dako K 0675).

Para el anticuerpo anti-P-gp clon C494 (DAKO M3522) los citopreparados fueron
fijados en acetona durante 10 minutos a TA, luego se realizé una incubacion overnight a
4°C con el anticuerpo primario (dilucién 1:40) previo tratamiento con H,O, al 3% (Solucién
Stock: H,O, de 30 volumenes en PBS) Como amplificador de la reaccion, se utiliz6 el
método de polimero de un paso (Sistemas DAKO EPOS™).

Ambos anticuerpos fueron revelados con DAB (diamino bencidina) y se usoé
hematoxilina de Harris como contracolor. Luego los preparados se deshidrataron, y
montaron en medio balsamo.

Como controles de la expresion de P-gp, se utilizaron cortes de riidn humano de
la zona apical y tubulos renales (control positivo), y regidon baso lateral (control negativo).
A su vez, los controles negativos de la reaccion fueron obtenidos por omision del
anticuerpo primario, de esta manera se pudo desestimar el pegado inespecifico del

anticuerpo secundario y/o la reaccién de peroxidos endégenos no deseados.

DETECCION DE BCRP

Para determinar la presencia de la proteina BCRP se usé el anticuerpo
monoclonal especifico BCRP clone BXP-21 (1:50), (Kamya Biomedical Company, Seattle,
WA, USA) (Suvannasankha A et al, 2004). Los preparados fueron fijados a temperatura
ambiente 10 minutos en acetona, e incubados con el anticuerpo primario overnight a 4°C.
El BXP-21 fue revelado con el método de polimeros (DAKO EPOS™). Todas las
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reacciones fueron coloreadas con DAB y Hematoxilina de Mayer’'s. Como control positivo
de la proteina BCRP se utiliz6 un citopreparado de células de endotelio vascular de la
barrera hemato-encefélica y se siguié el mismo criterio mencionado antes (punto 1.7) para

la preparacion del control negativo.

3.1.8 RT-PCR PARA EL GEN MDR-1
AMPLIFICACION DEL GEN MDR-1
Para amplificar los transcriptos del gen MDR-1 se siguié el método sugerido por
(Wang et al, 1997), con algunas modificaciones. Se prepard la siguiente mezcla de
reaccion: ADNc 2 ul, Buffer Taq (1X), CL, Mg (1,5 mM), dNTPs (0,5mM), cebadores (0,5
pM de cada uno), Taq polimerasa 1U (Genbiotech), en un volumen final de 25 pl. Se
utilizaron los siguientes cebadores segun (GeneCard for protein-coding ABCBI;
GC07M086970)
e ABCBI- Forward (secuencia ARNm NM 000927; nucleétido 1147+):
5 ATT TGG CAAAGC TGG AGAGA 3
e ABCBLI1 Reverse (secuencia ARNm NM 000927; nucleotido1148- ):
5"TTA CAG CAAGCC TGG AACCT 3

La amplificacion consistio en: 95°C (10 minutos), seguido de 40 ciclos a 95°C
(30 segundos), 55°C (30 segundos), 72°C (30 segundos) y una extension final a 72°C (3

minutos). Con estos cebadores se obtiene un producto de amplificacion de 200pb.

El gen gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa (GAPDH) fue usado como
control de calidad interno con un tamafio de 450pb. Los productos de PCR fueron
separados en gel de agarosa al 2,0 % en buffer TAE 1X, con 5 yl de bromuro de etidio (10

mg/ml) y visualizados en un transiluminador UV.

3.1.9 POLIMORFISMOS DEL GEN MDR-1
OBTENCION DE ADN

Se obtuvo ADN de una suspension de células en cultivo, K562 (5x 10°/ml), por el
método de Boom modificado (Beld Marcel et al, 1990). Las células fueron lavadas con 1
ml de buffer de lisis (Wash Buffer 1; 5 mol/l GUSCN), homogeneizadas y centrifugadas a
10.900 rpm durante 5 minutos. Luego se procedio a guardarlas a 4°C hasta la extraccion
del ADN. La misma consistié en afiadir 50 pl de Silice SC, ¢ particulas de silice (60 g de
diéxido de silica, SiO,; Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, en cantidad apropiada de H,O

desmineralizada). Se homogeneizé en vortex por medio de 5 agitaciones de 2 minutos
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c/u. Se centrifug6 a 10.900 rpm (1-2 minutos), y se afladieron 500 ul de buffer de lavado,
conteniendo tiocianato de guanidina (GuSCN) (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland;
catalogo N° 50990) (Boom et al, 1996).

Se realizaron 2 lavados con el buffer mencionado. Posteriormente, se lavo el
material 2 veces con 900ul de etanol al 70%, y se restituyd volumen con 900 ul de
acetona. Luego de una nueva centrifugacén y descarte del sobrenadante, el pellet se dej6
secar en bafo a 56°C (15 minutos). Se agregd 100ul de buffer de elucién (GuSCN). Se
homogeneiz6 y dejé a 56°C (10-15 minutos), repitiendo estos 2 ultimos pasos cada dos
minutos (5 veces). Finalmente se extrajo el sobrenadante rico en ADN, en un tubo

eppendorf que se conservo a -20°C hasta su procesamiento.

DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA EL POLIMORFISMO DEL EXON 12 (C1236T):

Se disefiaron los siguientes oligonucle6tidos de acuerdo a trabajos previos con
algunas modificaciones (Ling-Na Ni et al, 2011) y acordes a la Base de datos:
http://www.genatlas.org/ y gnl/dbSNP/rs [1128503]:

Secuencia 5’ a 3’ Tamafo del
producto
amplificado(pb)

1236C/T F GTCACTTCAGTTACCCATCTCG 236

R C CTGCACCTTCAGGTTCTGG
236

RT CTGCACCTTCAGGTTCGGA

El programa de amplificacion tanto para la PCR y la PCR-anidada consistio en 5
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C (30 segundos), 55°C (30 segundos), 72°C
(60 segundos) y extension final a 72°C 5 minutos (GeneAmp PCR System 2400-Roche
Diagnostic Systems).

DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LOS POLIMORFISMOS G2677T/A Y C3435T
(EXONES 21 Y 26 RESPECTIVAMENTE)

Se disefiaron los siguientes oligonucleétidos de acuerdo a trabajos previos

con modificaciones (lllmer Thomas et al, 2002).
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Tamafio del
Secuencia 5’ a 3’ producto
amplificado(pb)

2677GITA F-1 GTT TTG CAG GCT ATA GGT TCC 204 (347/263)
(rs: 2032582) F-2 TAT GGT TGG CAA CTA ACACT

R CAT GAAAAAGATTGC TTT GA
3435 CIT F-1 GATCTGTGAACT CTTGTTTTCA 207
(rs:1045642) R GAA GAG AGA CTT ACATTA GGC

Se analizaron los polimorfismos de los exones: 12 (C1236T) por PCR anidada y
alelo-especifica, 21 (G2677T/A) por PCR anidada, y el polimorfismo del exdén 26(C3435T)
por PCR directa a partir de la extraccion de ADN y posterior secuenciacion directa. La

PCR consisti6 en la preparacién previa de la siguiente mezcla:

5ul de Buffer Tag 10X (cc. final 1X)

5ul de DNTPs 2mM (cc. final 0,2nM)

1,5ul de Cl,Mg 50mM (cc. final 2,5mM)

0,25 pl oligonucleodtidos Forward y Reverse 20uM (cc. final 200nM)

0,25ul Taqg polimerasa 50U/u (Invitrogen)( cc. final 0,025U)

csp H,O (DPC, para PCR), para un volumen final de 40ul.

El volumen final de la reaccién fue de 50ul, completados con 10ul de ADN puro de la

Linea K562 (muestra en estudio) o 10 ul de H,O para el control negativo. Se utiliz6 el
siguiente programa de amplificion:
a- 95°C 5 minutos
b- 35 ciclos a 95°C 45 segundos
c- 55°C 45 segundos para exones 21y 26, y 58°C para el exén 12
d- 72°C 60 segundos y a 72°C 5 minutos para la extension final (GeneAmp
PCR System 2400-Roche Diagnostic Systems).

Los productos de amplificacion se corrieron en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X,
con 5ul de bromuro de etidio (10 mg/ml) y se visualizaron en un transiluminador UV
(Modelo Viber. Lourmat). Los productos de las PCR, fueron purificados y secuenciados en

un Secuenciador ABI3730XL, automatico de ADN (Macrogen, Inc., Korea).
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

PARTE Il

ENSAYO FUNCIONAL EN LA LINEA K562
3.2.1 PRUEBA DE ACTIVIDAD FUNCIONAL CON RODAMINA 123 (RHO- 123)

La funcionalidad de la proteina P-gp puede medirse por la capacidad de
eliminacion de ciertos subtratos de la bomba. En la Linea K562, evaluamos dciha
capacidad mediante la expulsion de un compuesto fluorescente, la rodamina-123 (Rho-
123), (2-[6-amino-3 imino-3H-xantina 9-yL] acido benzoico-metil ester)[62669-70-9]EC N°
263-687-8, Sigma-Aldrich,R-8004,Vienna, Austria), la cual no se acumula
intracelularmente, en la medida que la bomba se encuentre expresada y activa.

Mediante el uso de un citdbmetro de flujo (Becton Dickinson, USA) se midié la
capacidad de las células P-gp positivas, de expulsar el contenido intracitoplasmatico de la
Rho-123 (pérdida de la fluorescencia), 6 su acumulacion secundaria al uso de
Ciclosporina A (CyA), un conocido blogueante calcico que es a su vez inhibidor de P-gp.
Para ello se utilizé6 el método recomendado por Preet y Col (Preet M et al, 1991) con
algunas modificaciones. Se incubaron 1x10° células en cultivo con 150 ng mL™ de Rho-
123 por 10 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.

Después de dos lavados con PBS frio, las células fueron resuspendidas en
medio RPMI-1640 y suero fetal bovino al 10% por 3 horas. Se tomaron tres alicuotas y se
las incubé de la siguiente manera:

1- a 37 °C (control positivo)
2- a 4°C (control negativo / inhibicion por frio)
3-a 37°C con CyA (3 pg mL™) (Control negativo / inhibicion farmacolégica).

Por dltimo las células fueron incubadas con 4ul de 7-amino-actinomicina-D (7-

AAD) por 30 minutos a 4°C, para evaluar cantidad de células muertas. Las células fueron
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analizadas en un citébmetro de flujo (Becton Dickinson, USA) a 520-534 nm [EM] para
Rho-123, y 630-650 nm [EM] para 7-AAD. Se usaron células sin tratar con Rho-123 como
control basal de posible autofluorescencia espontanea de las células K562. Todas las
mediciones, fueron realizadas al mismo tiempo “0” de incubacion, y evaluadas como
intensidad de fluorescencia media de cada alicuota (IFM). La IFM con Rho-123 fue

calculada de acuerdo a la siguiente Férmula (Consoli U et al, 2002):

IFM con CyA — IFM sin CyA/ IFM con CyA x 100

3.2.2 ENSAYOS DE APOPTOSIS CELULAR EN K562

La viabilidad celular y la apoptosis fueron medidas por fluorescencia, haciendo
una tincién con una mezcla de naranja de acridina y bromuro de etidio, en un medio buffer
de sales de fosfatos. Se tomaron 1 ul de la mezcla colorante (100 ug mL™ de naranja de
acridina y 100 ug mL™ de bromuro de etidio en PBS), con 25ul de la suspension celular
(1x10°), en un tubo eppendorf, y se homogeneizaron suavemente. Se colocaron 10 pl de
la mezcla sobre un portaobjeto de vidrio y se examinaron al menos 200 células con un
objetivo seco de 40X, usando una combinacion apropiada de filtros. Se evalud por
microscopia de fluorescencia la perdida de estructura nuclear 6 la fragmentacion de los
nucleos mediante el indice celular apoptético, a través de dos operadores diferentes, y se
realizaron al menos cinco ensayos independientes. Las células fueron clasificadas de
acuerdo a criterios morfolégicos descriptos previamente (Mishell et al, 1980), y

categorizadas segun se detalla:

a) Células viables con nlcleos normales (cromatina verde brillante, estructura
organizada)

b) Células viables con nucleos apoptéticos (cromatina verde brillante, altamente
condensados 6 fragmentados)

c) Células no viables con ndcleos apoptéticos (cromatina verde brillante,
condensados 6 fragmentados)

d) Células no viables con nucleos normales (cromatina naranja brillante, con

estructura organizada).
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Este patrén de caracterizacion celular (viables y no viables) fue utilizado para
establecer la eficacia del tratamiento de las células con Imatinib, o con Imatinib +
ciclosporina, a concentraciones de CyA iguales a las que inhibieron la funcionalidad de la
P-gp, medidas por la prueba de Rho-123, descripto en el punto 2.1.

Se midié en primer término la tasa de inicio de apoptosis espontanea (libre de
cualquier tratamiento). Se considerd el porcentaje (%) de células viables con nucleos
apoptoticos (grupo b), como el indice indicador del “inicio reciente de la muerte

programada”, y se calculé de la siguiente manera:

NuUmero total de células viables con nucleo apoptético

indice apoptotico =

NuUmero total de células (a+b+c+d)

El nimero total de células no viables fue calculado como: c+d.

3.2.3 ENSAYO DE INIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR CON IMATINIB
Para los ensayos de induccién de apoptosis se tomaron 1 x 10° cel/ml de la

linea celular cultivadas por 24 horas a 37°C en estufa gaseada con CO, al 5%, con los
siguientes tratamientos:
a) Solucion Buffer (control)
b) IMATINIB a las siguientes dosis.

b1- Imatinib 24M*:

b2- Imatinib 20uM .

b3- Imatinib 100M

b4- Imatinib 200M
* Esta dosis produce el IC50, medida por ensayos de MTT (Vellén L et al, 2005).

Al cabo de las 24 horas, las células fueron lavadas con PBS, e incubadas en
volimenes iguales con azul tripan, para medir la viabilidad celular de cada ensayo. Se
tomaron 20ul de cada suspension y se agregé 10 pl de mezcla de bromuro de etidio,

naranja de acridina como fue previamente descripto en el item 2.2.
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3.2.4 ENSAYO DE INIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR CON IMATINIB MAS
UN INHIBIDOR DE P-GP (CICLOSPORINA A)
Repitiendo las condiciones generales (item 3), 1 x 10° cel/ml fueron cultivadas
con los siguientes tratamientos:
a-CyA sola (3 ug ml™) acorde a protocolos previamente descriptos (Loor F ert al, 2002; FU
Jianxin et al, 2000).
b- Imatinib + CyA (3 ug ml™): se incubaron por 24 y 72 horas.

La dosis de inhibidor de TK, se obtuvieron de la siguiente manera: a partir de una
dosis comercial de mono droga de 400 mg, se prepar6 una solucion Stock de 1 mM de
Imatinib.

Para los experimentos realizados con la dosis de CyA de 3 ug ml ! |, se prepar6
una solucién stock de CyA a partir de una ampolla de cc 50 mg/ml de ciclosporina A de

uso comercial, y diluida 1/100 con H,O estéril.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS
PARTE il

ESTUDIO EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (BCR-ABL1 +)

La serie de pacientes estudiados, esta conformado por individuos de poblacién
caucdsica, residentes en nuestro pais, que asisten tanto al Centro de referencia en el
Diagndstico y tratamiento de la LMC del Hospital General de Agudos Ramos Mejia, como
del Hospital de Clinicas José de San Martin. Todos los pacientes firmaron un
Consentimiento Informado, segun la ultima version de la Declaracién de Helsinki (Helsinki,
1964 AMM). Durante el desarrollo de este protocolo se consideraron los lineamientos
generales de la ética de la investigacion en concordancia con el documento de 1982
Proposed International Guidelines for Biomedical Research involving Human Subjects
(Propuesta de Pautas Internacionales para la investigacion Biomédica en seres
Humanos), y las International Ethical Guidelines for Biomedical Research involving Human
Subjects (Pautas éticas internacionales para la investigacion Biomédica en seres
Humanos)(OMS) ( CIOMS,1993).

3.3.1 RT-PCR PARA BCR-AB1L (ESTUDIO SEMICUANTITATIVO)

La cuantificacion de los transcriptos de BCR-ABL, fueron realizados acorde a
criterios de las normas internacionales y a las Normas de Diagnéstico y Tratamiento para
LMC, recomendadas por la Sociedad Argentina de Hematologia (Riveros D ,2011) y
siquiendo la misma metodologia antes descripta. Dichos estudios, forman parte del
protocolo habitual de diagnodstico y tratmiento de la LMC en dichos centros. Sus
resultados fueron debidamente incorporados a las historias clinicas de cada paciente, e
incluidos en el presente trabajo como datos de control y clasificacion de la respuesta

terapéutica, para su correlacion con los haplotipos en estudio.
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3.3.2 BREVE DESCRIPCION DEL METODO @RT-PCR PARA BCR-ABL-1
(CUANTIFIACION EN TIEMPO REAL)

La cuantificacion de los transcriptos BCR-ABL1 en SP y MO se realizaron por
la técnica de PCR en tiempo real (QRT-PCR) utilizando la metodologia segun el
Laboratorio a donde se derivo el estudio de acuerdo al protocolo. La expresion del gen
BCR-ABL1 en cada paciente se normalizo con respecto al nivel del housekeeping (ABL1),
seleccionado como gen control y se expreso como porcentaje del mismo.Con la finalidad
de unificar los métodos de la PCR cuantitativa con la metodologia usada en diferentes
paises, el Grupo Latinoamericano de estandarizacion de qRT-PCR (LATAM QRT-PCR
Group), establecié un factor de conversion a través del aporte de diferentes centros de

referencia que permite comparar los resultados.

Los valores obtenidos en distintos momentos de la evoluciéon clinico-

terapéutica se clasifican segun el siguiente esquema:
CLASIFICACION CUANTITATIVA SEGUN CARGA DE BCR-ABL1
Cuantificacion de BCR-ABL1 en la respuesta terapéutica de PACIENTES CON LMC

BCR-ABL1 / ABL1 (%) Reduccion de la carga de Significado clinico
transcriptos post tratamiento

<0,01% —_ 24 Log Respuesta Molecular Completa
001-01% —— >3Log RMC
Respuesta Molecular Mayor

01-1% ——»>2Log RMMa

Respuesta Molecular Minima

RMMin
1-10% » > 1lLog
Respuesta Molecular Nula
>10 »<1Log RMN

Cuadro 1 Cuantificacion Log de transcriptos de BCR-ABL1 en pacientes con LMC, segun respuesta Molecular
(Modificado de Baccarani, 2009)
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Debido a que actualmente se considera que aln en una RMC se pueden detectar
transcriptos del gen BCR-ABL1 dependiendo del método empleado, se aconseja agregar
el grado de concentracion de los transcriptos detectados (como profundidad de la
sensibilidad alcanzada), y utilizar la denominacion “respuesta molecular”, estableciendo
los limites en Escala Internacional (El). Asi, en la El se establecen nuevos niveles de
reduccion de transcriptos de BCR-ABL1 y que corresponden a RMMayor denominada
(Cross et al, 2012).

l.  RM*° con una reduccién = 4,0 logaritmos
ll.  RM*® con una reduccion 24,5 log

. RM*° con una reduccion = 5.0 log

3.3.3 POLIMORFISMOS DEL GEN MDR-1

La extraccion de ADN, se realiz6 a partir de sangre entera recogida sobre EDTA,
siguiendo el protocolo descripto en (Cap. 1). Para los polimorfismos del exén 12, 21 y 26
se siguid el protocolo descripto en Cap.l; 1.9. Los productos de amplificacién fueron
observados mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 2,0% en buffer TAE
1X, con 1,5 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) y visualizados en un transiluminador UV.
Las PCR alelo especificas que se realizaron para el exon 12, fueron validadas por
secuenciacion. Los productos de las PCR, fueron purificados y secuenciados en un

Secuenciador: ABI3730XL, automético de ADN (Macrogen, Inc., Korea).

CONTROLES NORMALES

Se realizo el estudio de polimorfismos del gen MDR-1 en 25 sujetos sanos,
donantes del Banco de Sangre del Hospital de Clinicas Jose de San Martin, con un rango
de edad entre 22 y 54 afios y de sexo Masculino. Todos prestaron su consentimiento
informado por escrito. El ofrecimiento a participar en el presente estudio fue al azar de
manera que se presume que los controles utilizados son representativos de la poblaciéon
de donantes habituales. Dichos consentimientos e Informacion para el Paciente fueron

aprobados ante el Comité de Etica de cada INSTITUCION y ante el Comité de Etica de la
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FACULTAD de FARMACIA Y BIOQUIMICA, para ser utlizados en la presente
investigacion (Res-Expte 707848/07 y Res-Expte 07331900/2010, Cudap nro 731900/10.

ALMACENAMIENTO Y PROCESAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados fueron volcados en una base de datos (Microsoft Excel 97) y luego
fueron analizados empleando el paquete estadistico (Medcalc 11.5 y VCCstat 2.0). Para
todas las variables se estableci6 su distribucion de frecuencias y/o porcentajes en relacion
con el total de casos. Para aquellas medidas en escala ordinal o superior, se computaron
las siguientes estadisticas: nUmero de casos, valor minimo hallado, valor maximo hallado,
mediana, media aritmética, desvio tipico y sus respectivos intervalos de confianza del
95% (IC95). Cuando fue necesario se realizaron como pruebas de significacion (Test de
Mann Whitney, Test de Fisher, Chi cuadrado) y se estimé la probabilidad Bayesiana de
los eventos relacionados con la respuesta citogenética y molecular. El nivel de
significacion se estableci6é en alfa 0.05. Los Test de sobrevida libre de eventos de Menten
-Kaplow no se aplicaron, se analizaron los tiempos de respuestas obtenidas bajo los
diferentes tratamientos de acuerdo a los Protocolos Internacionales entre los 3 meses y
los 18 meses de seguimiento. Se uso el Modelo predictor de Homocigosis sobre la base
de la Distribucion Hardy-Weinberg. Se calculo el Odds ratio a partir de los datos de
frecuencia para cada genotipo y el Riesgo relativo (RR) de desarrollo de enfermedad a

partir de los genotipos obtenidos de los sujetos sanos y enfermos (SPSS).
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CAPITULO 4
RESULTADOS
PARTE |

ESTUDIO IN VITRO DE LA LINEA CELULAR K562
4.1.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA LINEA CELULAR K562

Las caracteristicas morfolégicas que presentan las células K562, en cultivo,
muestra que las mismas tienen una moderada y variable relacién nucleo/citoplasma, tal
como se describe en las células hematopoyéticas poco diferenciadas. Esta Linea celular

ademas presenta una importante vacuolizacion y basofilia citoplasmatica (Figura R- | 24).

Figura R-1 24: Microfotografia de citopreparados de la Linea K562, tefiidas con MGG,
(Magnificacién 40X; - vacuolizacion; — basofilia)

-82-



Marta Mabel Lardo TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

4.1.2 FISH

El analisis de FISH de la linea celular mostré una amplificacion del gen BCR-
ABL1, donde se observaron entre 15 a 20 sefiales de fusién en el 95% de los nlcleos en

interfase observados (Figura R- |1 25).

FISH

Alto nivel de amplificacion genémica
del cromosoma Ph (FISH)

células K562

4 nucleos en interfase
=*» Cromosoma Ph

FiguraR-1 25: Microtografia de FISH. Muestra 4 (cuatro) ndcleos en interfase de las células K562. En cada
uno de ellos se puede observar el alto nivel de amplificacion del gen BCR-ABL1, cuyas sefiales estan
indicadas por las flechas amarillas.
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4.1.3 MUTACIONES EN LA PROTEINA BCR-ABL

La linea celular K562, no present6 las mutaciones mas comunes de la TK en los
exones estudiados (4 al 7), por lo cual el mecanismo de farmacorresistencia al Imatinib
observado en estas células, no seria imputable a este tipo de cambios farmacodinamicos.
Si bien existen otras mutaciones no analizadas en este trabajo, las mismas se encuentran

en un porcentaje muy bajo de casos.

4.1.4 CITOMETRIA DE FLUJO

La caracterizacion del Fenotipo de la Linea celular se realiz6 sobre un total de
76% de células en cultivo correspondiente a las células viables. Se obtuvieron los
siguientes resultados para los diferentes paneles de anticuerpos monoclonales empleados
(ver Tabla R-1 8). En las (FigurasR-I 26 y 27) se muestran los histogramas de la citometria
de flujo para la poblacién marcada con GLYA vy la distribucién del panel mieloide (Ver
archivo digital adjunto: Carpeta “Citometria”) (ANEXO )

Linaje Mieloide (%) | Linaje Linfoide T (%) | Linaje Linfoide B (%) | Diferenciacion

Eritroide (%)

CD45™  (94,9%). | cD3~ (2,54%); CD2" (0, 65%). GlyA™  (93,9%);
HLA-DR (7,55%) | CD4 (0,93%) CD10"  (60,9%); cD11ic”  (34,9%);
CD 34°"" (0,49%) | cDs (3,20%). | CD19™ (0,73%), CD16~  (6,59%).
CD117 ™" (17,2%)
CD7~ (7,95%)
CD56~ (1,63%)
CD15™"  (39,1%)
CD14 (7,95%)
cbe1” (39,4%)

Tabla R-1 8 Porcentaje de células positivas, acorde a cada Linaje estudiado con los correspondentes
anticuerpos monoclonales en la Linea K562
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Figura R-1 26: Los Histogramas de fluorescencia de la citometria de flujo muestran positividad para GLYA de
fuerte intensidad, indicando un linje de diferenciacion eritroide en esta linea celular
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Figura R-127: a) Coloracion (MGG) de un preparado por citospin de células K562 en cultivo; b) Ventana de
células viables seleccionadas para el analisis del inmunofenotipo celular, c¢) distribucion del panel mieloide
segln porcentajes y d) % de IFM para el panel de anticuerpos eritroides

4.1.5 EXPRESION DE LA PROTEINA P-gp Y BCRP POR INMUNOHISTOQUIMICA

El estudio realizado para demostrar la presencia de la glicoproteina P-gp en la

linea celular mostr@, una fuerte expresion con el anticuerpo monoclonal C494, tanto en el

area de la membrana plasmatica como en el interior citoplasmatico (Figura R-l 28). Los

controles positivos (cortes de tejido de rifidn) revelaron para este anticuerpo una fuerte

localizacién de la P-gp en las zonas apical y de los tubulos renales (Figura R-1 29). Sin

embargo con el anticuerpo C219 la expresion en la Linea celular fue notoriamente mas

débil en la membrana plasmatica, comparado con el resultado mostrado con el anticuerpo
C494 (dato no mostrado).
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Figura R-1 28. Reaccion inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal C494, para la proteina P-gp, en la
Linea K562. a: Magnificacién 100X; b: Magnificacion 40X.

A

Figura R-1 29. Reaccion inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal C494, para la proteina P-gp, en un
corte de tejido de Rifion. Se puede observar la positividad en las zonas apical y en los tGbulos.
(Magnificacion 40X)

Para la expresion de la proteina BCRP, el anticuerpo BXP-21 mostr6 una
débil expresion sobre la membrana plasmética, en un bajo porcentaje de las células K562
(dato no mostrado).
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4.1.6 RT- PCR DE LOS GENES MDR-1Y BCR-ABL1 EN K562

Cuando se realiz6 la RT-PCR de los genes MDR-1 y BCR-ABL1, se pudo
observar dos bandas, ambas con un PM de 200pb. La banda que correspondié al gen

BCR-ABL1 fue mucho maés intensa que la observada para el gen MDR-1 (Figura R-I 30).

RT-PCR DEL GEN MDR-1 EN LA LINEA K562/VIN:

La expresion del gen MDR-1, fue evaluada en las células K562 (wt) y
K562/vinc, observandose una banda de 200pb, de mayor intensidad en las células
K562/vinc (Figura R-1 30b) que en las K562 (wt) (Figura R-I 30a). Ambas corridas fueron
realizadas en iguales condiciones. Obsérvese las bandas correpondientes a BCR-ABL1 y
al gen de control GAPDH (Figura R-I 30a).

a-Bandas comparativasde BCR-ABL, MDR-1y GAPDH

b-Banda de MDR-1 correspondientea la linea K562/vinc
Obsérvese altaintensidad de la misma

Figura R-I 30. Resultados de la amplificacién del gen MDR-1 y BCR-ABL1 en la Linea K562.. El producto de
ambos genes es de 200pb. Se usé como control interno el gen GAPDH, de 450pb.Las figuras ay b muestran
la diferente expresién del gen MDR-1 en la line K562 wt y la linea K562/vinc. Si bien los geles son
independientes, las condiciones de su desarrollo fueron idénticas y simultaneas.
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4.1.7 gqRT-PCR PARA EL GEN MDR-1 EN K562

La Linea K562 (wt) estudiada, presentd una carga de transcriptos del gen
MDR-1 del orden de 14,7 copias/ng ARN (variabilidad intra-ensayo de 10°), con una T°
de melting especifica de 85,43°C (Figura R-l1 31). Lo cual difiere a lo previamente
descripto para la carga de transcriptos del gen BCR-ABL1 (para 2,5 ng de ARN) que fue
de 123,96 copias/ng ARN (sensibilidad intra-ensayo 10 con una T° de melting de
85,6°C)(Gutierrez M et al, 2005).

MDR 1

Melting Peaks

-(d/dT) Fluorescence (530)
= o
[} -
L) ()
o0 o0

50 5 80 65 70 75 80 % a %
Temperature (°C)

Figura R-131 Curvas de Melting (T°) del gen MDR-1 en linea K562, 85,4°C

4.1.8 POLIMORFISMOS DEL GEN MDR-1

POLIMORFISMOS DEL GEN MDR-1 CORRESPONDIENTES A LOS EXONES 12(C1236T),
21(G2677T/A) Y 26(C3435T)

Un primer estudio por PCR, mostré que el polimorfismo en el exén 12 dio como
resultado la expresién de un solo alelo C, indicando una variante wild type homocigota CC

(C1236C) (Figura R-1 32). Dicho resultado fue validado por técnica de secuenciacién
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directa. Para los exones 21 y 26, se procedi6é al estudio de secuenciacion directa. En los
mismos se detectd un genotipo variante homocigota GG (G2677G) para el exon 21, y
para el exén 26, una variante homocigota TT (T3435T) mutada .Teniendo en cuenta todos
estos datos juntos, el haplotipo de la linea celular correspondiente a los exones
“12/21/26” resultdé: “CC/GG/TT” (Ver archivo digital de secuenciacién adjunto).

Markers
Pb
400 pb
300
236
200
100

Figura R-1 32 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Se observaron las PCR
alelo especificas para los genotipos C y T del Exon 12 en la linea celular K562. Calle 1 marcador de peso
molecular de 100pb; calle 2 negativo para T calle 3 positivo para C,la presencia de una Gnica banda
corresponde al alelo CC.
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CAPITULO 4
RESULTADOS
PARTE Il

ENSAYO DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR EN LA LINEA K562

4.2.1 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA P-GP EN LA LINEA K562
PRUEBA FUNCIONAL CON Rho- 123

En un Citometro de flujo se seleccion6 un area de mayor intensidad de
células K562 viables (R1) (Figura R-Il 33.a) y se analizaron al menos 15.000 eventos
(Figura R-1I 33.b). La intensidad de fluorescencia media (IFM) en las células K562 a 37°C
fue de x = 386 (Control positivo de actividad de P-gp) y en las células tratadas con CyA
(3ug mI*) a 37°C fue de X = 583. Cuando las células fueron incubadas a 4°C sin CyA, la
IFM fue x =638 (control negativo 6 de P-gp inhibida) (Tabla R-1l 9) (Figura R-Il 34). Se
aplicé un test de t para muestras no apareadas (t-test, Mann-Withney), en todos los
experimentos realizados con los distintos tratamientos obteniéndose una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,008) entre las muestras no inhibidas respecto a las
tratadas con CyA o Frio. El analisis fue realizado usando un software Prism (Graph Pad,

San Diego, CA, USA; se consideré estadisticamente significativo con una p<0,05).

Teniendo en cuenta los valores de Intensidad de Fluorescencias Medias (IFM)
obtenidos en las tres condiciones, podemos hacer el calculo de capacidad inhibitoria de la
CyA:

IFM (4°C)- IFM (37°C) = 252 corresponde al 100% de inhibicion

IFM (CyA)- IFM (37°C)= 197 corresponde al 78% de inhibiciéon
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Tratamientos IEM
K562 sin Tratamiento 386
K562 con CyA a 37°C 5g3 P<0.008
K562 sin CyA a 4°C 63gP<0.008

Tabla R-1l1 9: Condiciones de tratamiento de las Células K562 e intensidad de fluorescencias
detectadas (IFM) de Rho-123.

Estos datos podrian permitir establecer las condiciones farmacoldgicas de
ininibicon de la bomba, aumentar las concentraciones intracelulares de Imatinib,
incrementar su accion represora del crecimiento celular, y revertir la farmacorresistencia

mediada por P-gp.
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Figura R-11 33: En el grafico a, se puede observar el area de seleccién de la poblacion K562 viable, y en b el
histograma correspondiente al area de fluorescencia para la Rho-123, de la poblacién celular estudiada. El
area a partir de un log 10" muestra la intensidad de fluorescencia de Rho 123
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Figura R-Il 34: Prueba funcional de la actividad de la P-gp en la Linea celular K562, con Rho-123. a: Se
observa el area R2 correspondiente a las células viables en estudio; b: se muestra el area de intensidad de
fluqrescencia para la Rho-123 a 37°C y sin CyA; c: incubacion a 4°C; y d: incubacion a 37°C con CyA (3 ug
ml™)

4.2.2 ENSAYO DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR CON IMATINIB (STI571)

a) Imatinib a concentraciones crecientes en uM: 20, 100 y 200 evaluadas a 24 horas de

cultivo con la droga.

El porcentaje de nlcleos apoptéticos en los cultivos a 24 hs, con concentraciones
crecientes del inhibidor de TK, mostré una diferencia significativa (p<0,008*) de todas las
concentraciones respecto al basal. A su vez, la diferencia fue también significativa entre
las concentraciones 20, 100 y 200uM respeto a la concentracién minima de 2uM (Tabla
R-11 10).
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TRATAMIENTO CON UN ITK EN CONCENTRACIONES %DE NUCLEOS APOPTOTICOS EN 24
CRECIENTES HORAS
Basal (sin Tratamiento) 1,7+0,9
STI571 2uM 7,21+1,9 p<0,008*
STI 571 20uM 21,4+1,29 p<0,008*
STI 571 100uM 18,9+1,62 p<0,008*
STI 571 200uM 20,8+0,42 p<0,008*

Tabla R-1I 10 Porcentaje de nucleos apopt6ticos en las células K562, tratadas con diferentes concentraciones
de Imatinib (STI 571), en cultivo por 24 horas.

4.2.3 ENSAYO DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR CON IMATINIB + CYA
COMO INHIBIDOR DE P-gP EVALUADO A 24 HORAS DE CULTIVO

El cultivo por 24 horas de las células K562 tratadas con imatinib (STl 571) a
2uM + CyA (3pug ml'), mostré un aumento significativo en el porcentaje de células VNA
(20,79+1,5%)(*p<0,01), en comparacion al cultivo de las células tratadas solamente con
imatinib a igual concentracion (7,21+1,9 %), 6 con CyA (2,40+1,5%) sin Imatinib. Estos
dos ultimos tratamientos a su vez mostraron diferencia significativa cuando se los
compar6 entre si (*p<0,01)(Tabla R-Il 11)(Figura R-1l 35).

TRATAMIENTO CON UN ITK + CyA EN DOSIS UNICAS %DE NUCLEOS APOPTOTICOS EN 24
HORAS
Basal (sin Tratamiento) 1,7+0,9
STI571 2uM 7,21%#1,9 p<0,008*
CyA 3ug ml*t 2,40£1,5
STI571 2uM + CyA 3ug ml™t 21,4+1,29 p<0,008*

Tabla R-11 11 Porcentaje de VNA, en las células K562 con los diferentes tratamientos, en cultivo por 24 horas
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Figura R-Il 35: a: Porcentaje de células K562 viables con nicleos apoptéticos (NA), segun los diferentes
tratamientos por 24 horas. (# p< 0,008 vs control con RPMI; # p< 0,008 vs CyA o Imatinib) b: se muestra un
nicleo apoptético de una célula viable, con fluorescencia positiva (bromuro de etidio). Magnificado en 40X.

CULTIVOS A24Y 72 HORAS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

a) El porcentaje de células K562 viables con nucleos apoptoticos (VNA), fue analizado a
24 m y 72 ®m horas de cultivo, y mostré diferencias significativas con los tratamientos

segun se indica:

a- Imatnib (2 puM) vs Control (*p<0,008).
b- Imatinib (2 pM) + CyA (3 pg mI') vs Control (*p<0,008).
c- Imatinib (2 pM) vs Imatinib (2 pM) + CyA a (3 pgml™) (p<0,008) (Figura R-1l 36)
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Figura R-Il 36 Porcentaje de apoptosis en células K562, cultivadas por 24 y 72 horas con diferentes
tratamientos, la significacion estadistica p<0.008.

-905 -



Marta Mabel Lardo TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

b) El porcentaje de células K562 viables con nucleos apoptoticos (VNA), fue analizado a
24 m y 72 m horas de cultivo, y mostr6 diferencias significativas (*p<0,008) con los

tratamientos segun se indica en la Tabla R-Il 12 (Figura R-Il 37):

90

2ahs 0 72hs
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70
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40
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N J
1] T T . - .

Imatinib CyA + Imatinib CyA + Imatinib CyA + Imatinib CyA + Imatinib
(2uM) (2pM) (20pM) (100pM) (200pM)

Figura R-11 37: Porcentaje de apoptosis en células K562, cultivadas por 24 y 72 horas en presencia de CyA 'y
oncentraciones crecientes de Imatinib, la significacién estadistica p<0.008.
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CAPITULO 4
RESULTADOS
PARTE IlI- ESTUDIO CLINICO

ESTUDIO EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (BCR-ABL1
POSITIVO)

4.3.1 RT-PCR para BCR-ABL1

Los pacientes incluidos en el presente trabajo, fueron diagnosticados de
acuerdo a las Normas de Diagndstico y Tratamiento para LMC, recomendadas por la
Sociedad Argentina de Hematologia (Riveros D ,2011), y en todos los casos se contaba
con un estudio positivo de RT-PCR para el gen BCR-ABLL1.

4.3.2 DISTRIBUCION ETARIA Y DE GENERO

Se analizaron los datos de 24 pacientes, 13 varones (54,2%) y 11 mujeres
(45,8%), con leucemia mieloide crénica (LMC) diagnosticados segun la “GUIA de
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LMC, editado por LA SAH” (Bellgoy L y col, 2013)
sah.org.a/docs/203-2304.s.a.h_GUIA 2013) y descripto en el punto 6.1. La mayoria de los
casos se encontraba en fase crénica de la enfermedad (91,7%,) y s6lo 2 casos en crisis
blastica (8,3%). En la (Tabla R-Ill 12) se describen los promedios de edad segun genero,

no hallandose diferencias significativas (Mann Whitney (z)=0,81, p=0,4182).

Sexo M (n=11) V (n=13)
Edad Promedio 53 48
DE 15 17
Mediana 52 39
Minimo 25 21
Maximo 76 75

Tabla R-1Il 12 Distribucion de la poblacion con LMC segun edad y sexo
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4.3.3: DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES CON LMC SEGUN TRATAMIENTO,
RIESGO SOKAL Y TIPO DE RESPUESTA

De los 22 pacientes en fase cronica, 2 (8,3%) habian recibido tratamiento previo
con HU y 1 (4,1%) con Interferon-a (INF-a). Los tratamientos con diferentes inhibidores de
TK fueron aplicados a distinto nimero de pacientes segun se administrara Imatinib,
Dasatinib o Nilotinib como Unicos tratamientos de ITK o Dasatinib o Nilotinib como
segunda linea post tratamiento con Imatinib. Un total de 17 pacientes recibieron
inicialmente Imatinib, de los cuales 6 debieron rotar a ITK de segunda linea (Tabla R-11113)
Los tiempos de seguimiento bajo esos esquemas terapéuticos y las dosis se describen en
las (Tabla R-11114) y (Tabla R-III15).

Tratamientos
actualmente indicados (*) n Porcentaje
Imatinib 11 45,6%
Nilotinib (post Imatinib)* 2 8,3%
Nilotinib 6 25,0%
Dasatinib (post Imatinib)* 4 16,7%
Dasatinib 1 4,2%

Tabla R-1Il 13 Distribucién de frecuencias de los tratamientos con Imatinib, Dasatinib o Nilotinob solamente,
6 con segundo ITK después del fracaso Imatinib. (*) 2 casos recibieron tratamiento inicial con Imatinib y luego
con Nilotinib; 4 casos recibieron tratamiento inicial con Imatinib y luego Dasatinib.

Tiempo (meses) Imatinib Nilotinib Dasatinib
N 17 8 5
Promedio 26 25 10
DE 23 24 15
Mediana 24 16 5
Minimo 1 3

Maximo 76 76 36

Tabla R-1ll 14: Tiempo promedio bajo los distintos esquemas terapéuticos indicados.
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Paciente Edad | Sexo Fase Tratamiento (n?glscii?a) '?:::;ég;‘
1 39 M FC Imatinib 400 24
2 53 M CB Imatinib/Dasatinib 400/100 1
3] 39 F FC Imatinib (+HU) 400 12
4 52 F FC INF/Imatinib/Dasatinib 400/100 8/12/5
5 34 M CB Imatinib/Nilotinib 400/400 6/10
6 38 M FC Imatinib 400 24
7 39 M FC Imatinib/Dasatinib 400/100 30/2
8 65 M FC Imatinib/Dasatinib 400/100/50 3/12
9 36 M FC Nilotinib 400 48

10 62 M FC Nilotinib 300 42
11 73 M FC Imatinib 400 65
12 75 M FC Dasatinib 100 36
13 75 F FC Imatinib 400 24
14 50 F FC Imatinib 800 60
15 48 F FC Nilotinib 300 24
16 53 F FC Imatinib 800 48
17 48 F FC Imatinib 400 14
18 76 F FC Imatinib 800 48
19 28 M FC Nilotinib 300 24
20 25 F FC Imatinib/Nilotinib 400/300 4/14
21 55 M FC Nilotinib 300 10
22 81 F FC Imatinib (+HU) 400 6
23 21 M FC Imatinib 400 12
24 60 F FC Nilotinib 300 6

Tabla R-1Il 15: Caracteristicas de cada paciente segun edad, sexo, tipo, dosis y tiempo de duracién de cada

tratamiento hasta el momento de cierre del presente trabajo.
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RIESGO PRONOSTICO (MODELO SOKAL)

En la Figura R-Ill 387 se describen las frecuencias halladas de las categorias
prondésticas segun el modelo Sokal, resultando de bajo riesgo en 7 casos (29.2%),
intermedo en 7 (29.2%), alto en 6 (25%) y no evaluados in 4 (16.6%).

% Riesgo Sokal
35

30

25

20

15

10

Bajo Intermedio Alto No evaluado

Figura R-IIl 38. No se observd diferencias en las frecuencias relativas de las categorias pronosticas segun

Modelo Sokal sobre 20 casos analizados. En 4 pacientes el riesgo sokal no fue evaluado (16,6%).

RESPUESTA HEMATOLOGICA

En 21/24 casos (87,5%) se encontrd respuesta Hematolégica satisfactoria

(Ausencia de blastos en sangre periférica con normalizaciéon del numero de leucocitos y

plaguetas).

RESPUESTAS CITOGENETICA

En 18/24 casos (75%) se encontrd respuesta citogenética completa, 2 casos
presentaron respuesta citogenética parcial (8,3%), y otros 4 (16,6%) mostraron una

respuesta citogenética nula (pacientes 4; 5; 7; 8) (Tabla R-IIl 17).

De los 22 pacientes en Fase Codnica (FC), uno evolucioné hacia la Aplasia

Medular, y otro desarroll6 un Céncer de Mama invasor de tipo tubular. Este ultimo
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paciente presentaba una variante citogenética compleja de su leucemia [46XX,
1(392.5;993.4;2291.1)]. Este tipo de variante se puede observar entre el 2-10% de los
casos, Yy no modifica el valor pronéstico de la enfermedad, siendo similar al de la
translocacion clasica t (9;22)(q3.4;q1.1)(Steven Richebourg et al, 2008).

RESPUESTA MOLECULAR (gRT-PCR EN TIEMPO REAL PARA BCR-ABL1)

La cuantificacion del gen BCR-ABL1 a diferentes tiempos del tratamiento en
todos los pacientes, permitié clasificar la respuesta terapéutica medida a nivel molecular.
Actualmente las RM se informan segun los valores de referencia en Escala Internacional
expresados como el cociente (%) BCR-ABL1/ABL, donde ABL es el gen control
reconocido internacionalmente. Estos coeficientes son reportados en escala Logaritmica y
en valor porcentual. De esta forma, una Respuesta Molecular (RM) puede discriminarse
en las diferentes categorias antes descriptas, donde una RMMayor correspondera a
valores <0,1% (% BCR-ABL1/ABL), implicando una reduccion = a 3 logs. (Cross et al,
2012)(Tabla R-IIl 16).

% BCR/ABL1 Red Log est Respuesta N° copias gen ABL1
Molecualr
£0,001% o
indetectable 25.0 log RM 5.0 2100.000
£0.0032 % o 24.5 log RM 4.5 232.000
indetectable
£0.01% o0 24.0 log RM 4.0 210.000
indetectable
<0.1-0.01% 23.0 log RM Mayor
<1-0.1% 22.0 log RMMenor
<10-1% 21.0 log RMMinima
>10% <1.0 log RMNula

Tabla R- 11l 16 Criterios de respuesta Molecular en Escala Internacional

A modo de ejemplo, en la Figura R- Ill 39 se detalla el seguimiento en niamero de
copias BCR-ABL1 del caso 18.
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(BCR/C:BPL'TS 5l Seguimiento-Caso 18

Respuesta Molecular

1000-

100-

10-

1-

0,1-—— RMM

001 A e

0,001- Jun-11 Feb-12 e
0,0001- N

Indetectable-

—9
Jul-13

\./'
Ag-12 Fechas

Resultado: Se detectaron 3 copias BCR/ABL frente a 81.796 copias de ABL

Resultado (%): 0,0017 RM 4,5

Figura R-1Il 39 Resultado de la qRT-PCR del caso n°18, donde se muestra el seguimiento de la RM, en el
perido comprendido entre Dic 2010 y julio 2013.

Las RM alcanzadas en todos los pacientes se pueden observar segin se detalla
en la (Tabla R- 11l 17). El paciente N° 12, quien ingresé en un protocolo de tratamiento de
primera linea con Dasatinib, alcanzé una RCC a los 3 meses, por lo que la RM recién se
evalu6 a los 12 meses. De los once pacientes tratados con Imatinib o Imatinib + HO-urea,
uno desarrollo Aplasia Medular (AM), en tanto que el resto alcanz6 RMM a los 6 meses de
tratamiento. Todos los casos tratados solamente con Nilotinib (6/6), también logaron una
RMM a los 6 meses; un caso tratado Unicamente con Dasatinib, obtuvo una RMM precoz
a los 3 meses pero que luego retrocedié a una RMMenor a los 12 meses.

En contraposicion, los pacientes quienes requirieron combinaciones secuenciales
de tratamientos con Imatinib + Dasatinib (n=4) o Imatinib + Nilotinib (n=2), presentaron
respuesta citogenética y/o moleculares nulas en 3 casos, o bien lograron RMM recién
después de los 12 meses (n=3) (Tabla R-11I-17). Las caracteristicas generales del grupo

en estudio se resumen en la Tabla R- 11118.
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Caso RM a6m RMail2m RMa 18m
1 RMM RMM RMM
2 ND* Fallecié al mes ~ —ocoee e
3 RMM RMM RMM
4 RMNula RMNula RMM
5 RMNula RMM RMM
6 RMM RMM RMM
7 RMNula ~ ceeeee e
8 Cade Mamainvasor =———emee= meeeee
9 RMM RMM RMM
10 RMM RMM RMM
11 RMM RMM RMC
12 RMMe
13 RMM RMM RMM
14 RMM RMM RMM
15 RMM RMM RMM
16 RMM RMM RMM
17 RMM RMC RMC
18 RMM RMM RMM
19 RMM RMM RMM
20 RMM RMM RMM
21 RMM RMC RMC
22 Apl. Medular e
23 RMM RMM ND
24 RMC RMM ND

Tabla R-1Il 17. Respuesta Molecular a 6,12, 18 meses de cada paciente.

El caso 24 alcanz6 una RMM*° a 12 meses de tratamiento. (ND: Dato no disponible)
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Sexo (promedio £ DE) N° casos Porcentaje (%) sobre n° total de casos
Femenino 11 45,8
Masculino 13 54,2
Fase de la LMC
FC 22 91,7
FA 0 0,0
CB 2 8,3
**Riesgo Sokal
Bajo 7 29,0
Intermedio 7 29,0
Alto 6 25,0
No evaluados 4 16,6
Tratamiento con ITK
Imatinib 11 45,8
Nilotinib 6 25,0
Dasatinib 1 4,16
*Imatinib + Nilotinib 2 8,3
*Imatinib + Dasatinib 4 16,6
Respuesta hematolégica
RHC 21 87,5
RHP/RHN 3 12,5
Respuesta citogenética (23/24§)
RCC 18 75,0
RCP 1 4,2
RCN 4 16,6
Respuesta Molecular (23/24%)
RMM 14 58,3
RMC 4 16,6
RMMe 2 8,3
RMN 3 12,5
Edad en afos (promedio + DE)
Femenino 11 53%15 r (25-76)
Masculino 13 48+17 r(21-75)

Tabla R- 11l 18 Se muestran el nimero de casos, la distribucién por sexo y edad, las fases de la enfermedad,
las categorias pronosticas segin Modelo Sokal, el porcentaje de RH; RC y RM alcanzadas. a(§)1 caso sin
evaluar tanto la RC como la RM por aplasia medular; (*)2 casos recibieron tratamiento Imatinib y Nilotinib; 4
casos recibieron tratamiento Imatinib y Dasatinib ** En 4 casos no se midio el Riesgo Sokal, segun lo indicaba

el protocolo.
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4.3.4 POLIMORFISMOS DEL GEN MDR-1

Los polimorfismos en los exénes 12(1236C>T), 21(2677G>T/A) y 26(3435C>T) se
dividieron en los siguientes genotipos:

a- Genotipos Homocigotas wild type: exoén 12 (CC)
exon 21 (GG)
exén 26 (CC)

b- Genotipo Heterocigota: exén 12 (CT)
exén 21 (GT 6 GA)
exon 26 (CT)

c- Genotipo Homocigoto mutado o alterado (TT) para los tres exones

d- Genotipo alternativo (AA) para el exon 21 exclusivamente.

En la Figura R-Ill 40 se puede observar el pico correspondiente a un SNP
heterocigota para el exén 21G>T (ver en archivo digital adjunto los croamtogramas de las

correspondientes secuenciaciones).

= 100 110 120
CTAGAAGETTCT G AMFGT GAGTCALACTAAATAT GATTGA
[ f

[ 1

L4 If -

Figura R-Ill 40: SNP-exo6n 21:Se observa un genotipo heterocigota G>T (Doble pico —)

En pacientes con LMC, se hallaron 10 haplotipos diferentes que surgen de la
combinatoria de los genotipos encontrados en los exones 12, 21 y 26. La distribucién se

puede ver en la Figura R-11I 41.
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CC-GA-CC
Exones 12:21:26 4,20% CT-GG-CC

4,20%

CC-GG-CC

25%
: CC-GT-CT

4,20%

CT-GG-CT
4,20%

CT-GA-CT
4,20%

TT-TT-TT

12,50% CT-GT.CT

20,80%

12,20% 8,20%

Figura R-IIl 41. Distribucion y frecuencia de los 10 diferentes haplotipos del gen MDR-1 correspondiente a los
exones 12,21y 26 (C1236T; G2677T/A 'y C3435T respectivamente), encontrados en pacientes con LMC.
Notese que el haplotipo WT-completo (CC-GG-CC) fue el mas frecuente.

En la Tabla R-1ll 19 se puede observar el nimero de casos y las frecuencias
de cada variante segun los SNPs estudiados en los pacientes con FC de la enfermedad,
y en la Tabla R-IIl 20 los correspondentes a CB.

Polimorfismo Exén 12 Exoén 21 Exo6n 26
exonico (n, % IC95) (n, % 1C95) (n, % 1C95)

WT-Homocigota 8 8 8

(36,4%; 1C95:17,1-59, 4%) (36,4%;1C95:17,1- 59, 4%) (36,4%;1C95:17,1-59,4%)
Heterocigota 9 11 9

(40,9%; 1C95:20,6-63,7%) (50%;1C95:28,1-71, 8%) (40,9%;1C95:20,6-63,7%)
Mut-Homocigota 5 3 5

(22,7%;1C95:7,7- 45,4%) (13,6%;1C95:2,8-35%) (22,7%IC95:7,7-45,4)

Tabla R-1Il 19 Frecuencias de los polimorfismos exénicos hallados en fase cronica(n=22).
WT-Homocigota (variante A), Heterocigota (variante B) y Mutado-Homocigota (variante C)
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Polimorfismo Exon 12 Exon 21 Exon 26
exonico (n, % 1C95) (n, % 1C95) (n, % 1C95)
WT-Homocigota 0 0 0
(0%;1C95:0-84,1%) (0%;1C95:0-84,1%) (0%;1C95:0-84,1%)
Heterocigota 2 1 2
(100%;1C95:15,8-100%) (50%;1C95:1,25-98,7%) (100%;1C95:15,8-100%)
Mut-Homocigota 0 0 1
(0%;1C95:0-84,1%) (0%;1C95:0-84,1%) (50%;1C95:1,25-98,7%)

Tabla R-11l 20: Frecuencias de los polimorfismos exénicos Homocigota hallados en crisis blastica (n=2)
WT-Homocigota (variante A), Heterocigota (variante B) y Mutado-Homocigota (variante C).

Las frecuencias alélicas de cada SNPs para el gen MDR-1 fueron calculadas

segun la Ditribucion de Hardy-Weinberg (Tabla R-111 21)

Exon Frecuencia de Alelos WT Frecuencia de alelos Frecuencia de genotipo
homocigotas(p) mutados (q) Homocigota mut (qz)

Exon12(1236) 0,56 0,44 0,19

Exon 21(2677) 0,61 0,39 0,15

Exon 26(3435) 0,56 0,44 0,19

TABLA R-Ill 21 Frecuencias alélicas de cada SNPS del gen MDR-1 calculado aplicando la Distribucion de
Hardy-Weinberg p=( 2 x AA + 1 x Aa) / 2N; y p+g=1, donde p es la frecuencia de alelos wt, q la frecuencia de
alelos mutados y q2 es la frecuencia de genotipo homocigota mutado. AA: numero de probandos Homocigotas
para wt, Aa: nimero de Heterocigotas, N: tamafio de la muestra = 22 (Correspondiwente a casos en Fase
Cronica).

Se analiz6 la RC y RM en cada caso, segun la fase de la enfermedad para cada
genotipo encontrado sobre los exones 12(C1236T); 21(G2677T/A) y 26(C3435T), y
agrupados segun el tipo de tratamiento adminstrado. Los genotipos hallados en los
pacientes que recibieron solo imatinib, imatinib + otro ITK de segunda generacion; o
solamente un ITK de segunda generacion, se describen en las Tablas R-lll 22, 23 y 24
respectivamente. En la Figura R-lll 42 se puede observer la distribucion de los diferentes

haplotipos con cada tratamiento y de acuerdo al tipo de evolucion.
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Caso Fase RC y/o RM Exon 12 Exon 21 Exon 26
(n meses de Tto) C1236T  G2677T/A C3435T
FC RCC/RMM (18) TT TT TT
FC RCN/RMM (12) CT GT CT
FC RCC/RMM (12) TT TT TT
11 FC RCC/RMC (42) TT TT TT
13 FC RCC/RMM (24) CT GT CT
14 FC RCC/RMM (24) CT GG cc
16 FC RCC/RMM (24) CT GG CT
17 FC RCC/RMC (12) CT GT CT
18 FC RCC/RMM (21) CT GT TT
22 FC AM (NR) cc GG cc
23 FC RCC/RMM(6) cE GA Cc

Tabla R-11l 22: Genotipos encontrados en los n=11 casos tratados solo con Imatinib a dosis de 400

y 800 mg/dia (Protocolo TOPS)

Caso Fase Respuesta Citogenetica y/o Exon 12 Exon 21 Exon 26
Molecular alcanzada en n meses (C1236T) (G2677T/A) (C3435T)
de tratamiento)

2 CB NR CT GA CT

4 FC RCP/RMN (6); RMM (18m) cC GG cC

5 CB RCN/RMN (6), RMM(12) CT GT TT

7 FC RCN/RMN (7) cC GG cC

8 FC RCN (6), RM NR CT GT TT

20 FC RCC/RMM (24) TT GT CT

TablaR -l 23: Genotipos encontrados en los n=6 casos tratados con inicialmente con imatinib

y luego con un ITK de 208 generacion. (NR: No realizado.

Caso Fase Respuesta Citogenetica y/o Exon 12 Exon 21 Exon 26
Molecular (alcanzada en n meses (C1236T) (G2677T/A) (C3435T)
de tratamiento)

9 FC RCC/RMM (36) cC GG CE©

10 FC RCC/RMM (42) TT GT CT

12 FC RCC/RMMe(12) CC GG CE@

15 FC RCC/RMM (24) CcC GT CT

19 FC  RCC/RMM(64); RMMe (78) CT GT CT

21 FC RCC/RMC (18) CcC GG cC

24 FC RCC/RMC (3) CT GT CT

Tabla R-1Il 24 Genotipos encontrados en los n=7 casos tratados con un ITK de 208 generacion.
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Respuesta Terapéuticaa 12 meses
12-
. %K Respondedores
Sy s Aplasia No respondedores
10-}— Medular 9 -
Evolucién térpida I
9-
w7
(]
o
[ 6-
2 €C-GG-CC
P I S I D <~ —
Q CC-GG-CC
a .
3 _”__|Fallecié al mes de iniciar el Tto)
— Cancerde Mama
3% I (S S S A R —
—> CrisisBlastica
1
CC-GG-CC
0
Imatinib  Nilotinib  Dasatinib 2 TKis
Tratamientos
% Paciente con Aplasia que discontinué el tratamiento, desarrollé una crisis blastica y fallecio

Figura R —IIl 42: Distribucion de los haplotipos WT acorde al tratamiento con 1 o 2 ITK e indicando el tipo de
respuesta terapéutica a los12 meses. Un caso de CB con haplotipo mutado y fenotipo no respondesdor (i)
fallecié dentro del primer mes de iniciado el tratamiento. El paciente con haplotipo wt tratado con Imatinib +
HO-Urea, que desarrollé Aplasia Medular, fue considerado como No respondedor (Jif). Otro caso con
haplotipo mutado evolucion6 con desarrollo de un Cancer de Mama y fue considerado como Evolucion

torpida ().

En los 22 pacientes en FC, el genotipo alterado (T) fue detectado en 16
casos, de los cuales 14, mostraron una RCC dentro de los 3-6 meses de tratamiento, en
tanto 2 casos presentaron una respuesta citogenética nula. De los 6 pacientes en FC
restantes, que presentaron un haplotipo wt (CC/GG/CC), solo 3 (50%) mostraron una

respuesta citogenética completa (RCC) (Figura R-IIl 43).
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Porcentaje de RC segun el genotipo
en Fase Cronica (FC)
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(91,70%)

_IC95(73-99%)

16022 [72% ) 2227 2T%)
IC35 (56-85% ) C35 {10-50%)

prasanto un polimorfismo

atterado{CTIGT o GAITT)

. ' S (S0%F
IC35 (4-TT%
.1:’;‘(:27;;’,"," 116 (12.5%) R'FC '
s ios',:n'; IC 35 (1.4-38.4%) 16(16.67%6 HC35(0.42-64)
e RCN _RCPy 115 [16.6%) RCN

RC Mo se pudorealizar

Figura R-IIl 43: Distribucion, % e IC95% de los SNPs encontrados en pacientes en FC segun las Respuestas

Citogenéticas alcanzadas con el tratamiento (dentro de los 3 y se mantuvo a los 6 meses).

En tanto, a nivel de Respuestas Moleculares alcanzadas dentro de los 6y 12
meses de tratamiento, de los mencionados 16 casos con un SNP alterado, 12 alcanzaron
una RMM, y sélo 3/16, una RMC. En suma, 15/16 (93,75%), obtuvieron una respuesta
molecular optima (indicando ser sensibles al tratamiento). En cambio, en los otros 6 con
SNPwt: 2/6 obtuvieron una RMM; 1/6 desarrolld6 una aplasia medular, 1/6 RMMe, y 2/6
RMN (Figura R-1ll 44). Si bien uno de los casos obtuvo una respuesta molecular menor, la
misma se la considera insuficiente. En suma, el 66,6% de dicho grupo mostré6 una
conducta terapéutica refractaria (no respondedores) (Fig R-111 45).
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Figura R-IIl 44 Distribucion, % e IC95% de los SNPs encontrados en pacientes en FC segina las

N° de casos

Respuestas Moleculares alcanzadas con el tratamiento a los 6 meses y 12 meses

LMC en fase cronica (n= 22)

16

14 -

—
Ml Respondedores
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Haplotipos

Figura R-IIl 45. Diferencias (X?) entre pacientes respondedores y no respondedores en FC (n= 22), acorde a

sus haplotipos T-mutados o wt.
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En los pacientes en fase crbnica, el 72% (n=16) tenian haplotipos mutados
ya sea por un alelo heterocigoto (T o A) o bien por ser homocigota mutado (TT) en al
menos uno de sus SNPs. En estos pacientes, la probabilidad (Calculo de Probabilidad
Bayesiana) de desarrollar una RCC a los 3 meses fue del 57% [célculo: (0,91 x 0,72 x
0,875) x 100], y a los 6 meses fue de 65,5% [calculo: (0,91 x 0,72 x 1) x 100]. En cambio
en los casos que presentaron un polimorfismo wild type, dicha probabilidad a los tres
meses fue del 12,6% [calculo: (0,91 x 0,277 x 0,50) x 100], y a los 6 meses del 24,57%
[calculo: (0,91 x 0,277 x 100)] (p<0,01). Si ahora investigamos el rol de los SNPs en
relaciébn con las respuestas moleculares, la probabilidad de alcanzar una respuesta
molecular mayor en los pacientes que tuvieron un SNP “alterado o mutado” fue de 49,14%
[calculo: (0,91 x 0,72 x 0,75) x 100], a los 6 meses y 65,5% a los 12 meses [Célculo:(0,91
x 0,72 x 1) x 100]. En cambio la probabilidad de alcanzar una RMM en los pacientes con
haplotipos wt a los 6 meses fue de 8,1% [calculo:(0,91 x 0, 27 x 0, 33) y 24,5% a los 12
meses [céalculo:(0,91 x 0,27 x 1) x 100] (p<0,01) (Chava Kimchi-Sarfaty et al, 2007). Del
mismo modo, la probabilidad Bayesiana que tiene un paciente con LMC en FC y un
polimorfismo mutado (heterocigota u homocigota), de alcanzar una RMC fue de 12,3% a

los 6 meses y del 65,5 % a los 12 meses (Figura R-11l 46).

Probabilidad Bayesiana de obtener una respuesta
Citogenéticay Molecular favorable

%
70 -

7 65.5 65.5

60

50 -

30

20

10

& 1 e
RCC(3 m) RCC (6 m) RMM (6 m) RMM (12 m)

I T.variante I Haplotipo WT

Figura R-IIl 46: Probabilidad Bayesiana de alcanzar una buena respuesta RCC a3y 6
meses 0 RMM a 6 meses, segun tengan hapoltipos mutados o haplotipos wt. (p<0,01)
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Capitulo 4
RESULTADOS
PARTE IV

ESTUDIO DE SNPS PARA EL GEN MDR-1 EN SUJETOS SANOS

4.4.1 POLIMORFISMO DEL GEN MDR-1 EN SUJETOS SANOS

Se analizaron los datos en 25 sujetos sanos (grupo control), todos de género
masculino. El promedio de edad en afios fue 38+10 (minimo = 22, mediana = 34, maximo
= 54). En la Tabla R-IV-25 y en la Figura R-IV-47 se describen las prevalencias de los
diferentes polimorfismos exdnicos hallados en este grupo (Ver Anexo |). En la Tabla R-IV-

26 se muestran los genotipos hallados en cada sujeto sano.

Polimorfismo Exén 12 Exén 21 Exén 26
exonico (n, % 1C95) (n, % 1C95) (n, % 1C95)

WT-Homocigota 6 7 8
(31,6%:;1C95:12,5-56,6%) (28%:;1C95:12-49,4%) (329%:;1C95:15-53%)

Heterocigota 6 17 15
(31,6%;1C95:12,5-56,6%) (68%:;1C95:46,4-85,1%) (60%:;1C95:38,6-78,9%)

7 1 2
Mut-Homocigotas (36,8%; 1C95:16,2-61,7%) (4,0%:;1C95:0,05-20,3%) (8,0%:;1C95:0,9-26%)

Tabla R-1V 25. Frecuencias de polimorfismos exénicos WT-Homaocigotas (variante A), Heterocigotas (variante
B) y Mut-Homocigotas (variante C), en controles sanos.
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Controles Exon 12 Exon21 Exon 26
1 T-T G-T T-T
2 ND G-T C-T
3 T-T G-G C-T
4 C-T G-T C-T
5 ND G-T C-T
6 C-T T-T C-C
7 C-T G-T CT
8 C-C G-T C-C
9 T-T G-T C-C
10 T-T G-T Cc-C
11 T-T G-T C-T
12 C-C G-G C-T
13 c-C G-T c-C
14 C-T G-G C-T
15 C-T G-G C-T
16 ND G-G C-T
17 ND G-G c-C
18 ND G-T C-T
19 C-C G-T T-T

20 C-C G-T C-C
21 C-C G-T C-T
22 C-T G-T C-T
23 ND G-T C-T
24 TT G-G C-T
25 TT G-T C-C

Tabla R-IV-26: Genotipos encontrados en sujetos sanos, para los exones 12, 21y 26.

Genotipos de cada exén encontrados en los
Voluntarios sanos

80
Exon 21

70

Exon 26
60
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Exon 12

40
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Figura R-IV 47: Distribucién de los genotipos para cada exén estudiado en la poblacion de sujetos sanos
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4.4.2 Comparacion entre ambas poblaciones estudiadas: Sanos vs LMC

De todas las combinaciones de haplotipos posibles encontrados, tanto en los
pacientes con LMC como en el grupo control, se hallo un total de 17 haplotipos diferentes,
de los cuales sé6lo 4 fueron compartidos por ambos grupos. De esta forma, hubo 6
haplotipos expresados exclusivamente en el grupo leucémico y otros 7 haplotipos
expresados exclusivamente en el grupo control. Las variantes-T fueron observadas en
todos los controles (100%) y en 75% de los pacientes con LMC, mientras que el haplotipo
wt-(CC/GG/CC) fue exclusivamente observado en los pacientes con LMC, siendo el

haplotipo mas numeroso en dicho grupo (25%) (Figura R 1V-48).
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Figura R-1V 48 Distribucion de las frecuencias de haplotipos hallados segin sean pacientes con LMC o
controles sanos. En pacientes con LMC se detecto una distribucién del 25% wt y 75% de variante T/A-
mutada, en tanto en el grupo control, el 100% de los casos resultaron con haplotipo mutado

La carga neta de los alelos TT (homocigotas mutados) encontrada en cada uno de
los exones (12, 21 y 26), mostré una alta distribucién de dichos alelos en el exén 12
correspondiente a los controles sanos, en tanto que en los pacientes leucémicos, la mayor
distribucién de estos alelos TT se observé en el exén 26 (Figura R 1V-49).

El alelo homocigota TT del exén 12, predominé en los individuos normales (36,8%)

comparado a los pacientes leucémicos (20,8%). En cambio los alelos TT se presentaron
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en un 4,0% para el exén 21y 8,0% para el exén 26 en sujetos sanos, y en los leucémicos
dichos alelos se detectaron en el 12,5% y 25,0% respectivamente. La proporcion de dicha
carga entre Controles Sanos/LMC fue de 1,8 para el Exon 12 y 0,32 para los exones 21y
26 respectivamente (Figura R-1V-49). De estas distribuciones se desprende que la

presencia de variantes TT en el SNP del exdn 12 es 1,8 veces mas frecuente en

individuos sanos que en leucémicos.

%
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Figura R-IV-49: Frecuencia de alelos Homocigotas TT para los exones estudiados
a) Sujetos Sanos, b) Pacientes leucémico c) Coeficiente a/b (*p< 0,01).

- 116



Marta Mabel Lardo TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

CAPITULO 5
DISCUSION

CONSIDERACIONES DE LOS ESTUDIOS IN VITRO EN LA LINEA CELULAR K562

La etiopatogenia de las leucemias Cromosoma “Philadelphia” positivas, radica en
la presencia del gen quimérico BCR-ABL1 y su producto proteico (p210°"2 g p190°eradh
con actividad Tirosina Kinasa (TK) constitutiva. Por lo tanto el uso de inhibidores de TK
como el Imatinib, constituye actualmente el tratamiento de eleccion de estas patologias.
Sin embargo, luego de un periodo de buena respuesta, muchos pacientes desarrollan
resistencia a dicho tratamiento, siendo éste el mayor obstaculo y limitante en la utilidad
clinica de dicha droga. La resistencia de tipo primaria puede ser atribuida a la
amplificacion génica con sobreexpresion del transcripto BCR-ABL1, a la presencia de
mutaciones constitutivos o adquiridas en el dominio Kinasa de la proteina BCR-ABL, o
bien, dicha farmacorresistencia puede deberse a la sobreexpresion trasnportadores de

mutidrohgas como la P-gp (producto del gen MDR-1) o BCRP, entre otros mecanismos.

Entre las lineas celulares BCR-ABL1 positivas, seleccionamos la linea celular
leucémica mieloeritroide K562, proveniente de un pacente con LMC en fase de crisis
blastica, y caracterizada por un fenotipo de leucemia mieloide aguda. Esta linea celular
contiene el cromosoma Phi, y es dependiente de la actividad tirosina kinasa del BCR-ABL
para su proliferaciéon y supervivencia. Su manipulacién y crecimiento en el laboratorio
permiti6 evaluar los diferentes mecanismos antes mencionados, que pueden estar

involucrados en la resistencia a la droga.

Una anormalidad recurrente durante la progresion de la FC a la CB de la LMC, es
la duplicacién del cromosoma Phi+, asi como la amplificacion del gen BCR-ABL1. Ambas
anomalias han sido asociadas a la resistencia al Imatinib. El método de FISH aplicado con
el uso de cada uno de los dos marcadores positivos (BCR y ABL1), confirmé la

amplificaciéon del gen de fusion, como parte de la maquinaria desplegada para generar la
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resistencia al ITK. A su vez, este hallazgo resulté similar a lo encontrado por otros
investigadores tanto en la misma Linea K562 resistente a Imatinib, como en otras lineas

celulares y muestras de pacientes Phi+ (Gribble SM, et al; 2000).

Se ha demostrado que también puede ocurrir pero de manera menos frecuente,
una amplificacion gendémica intracromosomal, durante la evolucion de la enfermedad,
tanto en la Linea K562, como en algunos pacientes, hecho que permiti6 comprobar que la
estructura del cromosoma Phi es muy poco estable durante la progresién de la LMC
(Virgili Anna et al, 2010). Sin embargo no es un hallazgo encontrado en nuestra Linea
celular. Dado que en la literatura este mecanismo de resistencia por amplificacion génica
fue reportado en un bajo porcentaje de pacientes (Hochhaus A et al, 2002), no hemos
investigado este tipo de anomalia en los dos pacientes de nuestra serie que presentaron
una CB. Para algunos investigadores, como Gambacorti-Passerini y col, la frecuencia de
esta anomalia es del 18% en las leucemias Phi+ resistentes al imatinib (Gambacorti-
Passerini C, 2003). Esto indica que otros mecanismos deben estar activos para generar la
mencionada resistencia. Acorde a esta informacion, nosotros encontramos que la Linea
K562 estudiada en el presente trabajo, resulto ser resistente al Imatinib, y presentd una
alta carga de transcriptos del gen MDR-1/ABCB1 del orden de 14,7 copias/ng ARN,
acorde a lo descripto mas recientemente (Kim TM et al, 2011). Esta sobrexpresién de
transcriptos, fue a su vez confirmada por las pruebas de inmunohistoquimica, a las que se

sumo de expresion de la proteina BCRP.

Por otra parte, y desde el punto de vista madurativo, las células stem hematopo-
yéticas normales, suelen expresar el fenotipo CD34"/CD38", en tanto que las que iniciaron
cierto grado de diferenciacién, comienzan a expresar el CD38 resultando transitoriamente
CD34'/CD38", para luego perder el antigeno de inmadurez CD34, y quedar como CD34
/CD38".

El fenotipo celular de nuestra Linea K562, mostro la expresion de los marcadores
de diferenciacién comisionados para el linaje eritroide tales como CD33" y glyA*, con
pérdida del antigeno de célula primitiva mieloide CD34, el cual es un marcador crucial
para el mantenimiento de la hematopoyesis (Suarez L et al, 2004). De esta forma
nuestras células resultaron ser CD34 y CD117"* (Tabla R-I-8). Se ha mencionado que la
expresion del CD117 (ligando c-Kit) seria importante para mantener a las células HSCs en

reposo a través de la inhibicién de la progresién del ciclo celular (Thoren L et al, 2008).
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Se sabe que normalmente las células Stem CD34" expresan el fenotipo MDR-1"/
ABCB1 y que este podria estar conservado durante la transformacion leucémica (Van
Sonneveld P et al, 2000), y de esa manera jugando un rol importante en la resistencia
debido al transporte de drogas mediada por la proteina P-gp. Nuestros hallazgos
demuestran que el fenotipo CD34/MDR-1", junto con la alta carga de BCR-ABL1, se
asociaron al fenotipo resistente a ITK, como un indicador de alto riesgo de progresion.
Estas caracteristicas sugieren que estariamos ante la presencia de células con cierto
grado minimo de diferenciacién, pero con un alto poder proliferativo debido a la alta carga
de BCR-ABL1 y resistentes a la quimioterapia por la expresion de P-gp y BCRP. Estas
proteinas fueron detectadas por anticuerpos monoclonales especificos, dirigidos a
diferentes epitopes, como el C494 y el C219 en el caso de P-gp y el BxP21 (BCRP).
Normalmente la P-gp y BCRP se encuentran expresados en células progenitoras
tempranas de la hematopoyesis, y su expresion se pierde con la progresiva diferenciacion
celular. La P-gp se encuentra expresada transitoriamente en la superficie de SCH (CD34
positivas) y la proteina BCRP en precursores SCH aln mas tempranos que habitualmente
son CD34 negativas, y en condiciones normales, ambos transportadores dejan de
expresarse a medida que avanza la maduracion/diferenciacion celular (Wagner-Souza
Karen et al; 2008).

Nuestros resultados mostraron que las células de la linea K562 con fenotipo CD34"
expresan ambas glicoproteinas, indicando una persistencia aberrante de ambos

transportadores, a pesar del avance madurativo observado (GlyA+) en dicha linea celular.

Por otra parte, diferentes mutaciones en el gen BCR-ABL1, generan falta de
respuesta a los tratamientos con ITK. Siete de esas alteraciones (T315, Y253, E255,
M351, G250, F359 y H396) se encuentran entre los exones del 4 al 7 del gen BCR-ABL1,
y representan el 66% de dichas mutaciones encontradas en los sitios cataliticos de la
proteina BCR-ABL. La frecuencia de ocurrencia de estas diferentes mutaciones, puede
variar acorde a los distintos estadios de la enfermedad como al tiempo de iniciado el
tratamiento (Branford S et al, 2009).

Estudios previos realizados en la Academia Nacional de Medicina, demuestraron
gue la Linea K562 no presentaba ninguna de estas 7 mutaciones, por tal motivo, su
seleccion como modelo farmacoldgico de farmacorresistencia al Imatinib, se restrinje a la
sobrexpresion del BCR-ABL y de los transportadores a multidrogas investigados.

Debemos destacar que esta linea celular nunca fue tratada con inhibidores de TK previo

-119



Marta Mabel Lardo TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

al desarrollo de los experimentos del presente trabajo, debido a que el tratamiento a largo
plazo podria resultar en la causas de generacion de las mutaciones mencionadas, coo se
ha sugerido sucede en pacinets con LMC en fase cronica, tratados con Imatinib.

Si bien no conocemos los efectos a largo plazo del tratamiento con Imatinib sobre
la aparicion de dichas mutaciones en esta linea celular, nuestros resultados descartan
gue cualquiera de estas mutaciones, pudiera ser un posible factor farmaco-dinamico
responsable de la farmacorresistencia al Imatinib observada en este estudio.

El MDR-1/ABCB1 es un gen polimorfico, en el que se han identificado mas de 216
polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs). Varios, pero no todos de estos SNPs,
pueden afectar la expresion y/o funcionalidad de la glicoproteina P-gp, y en este sentido,
los SNPs C1236T, G2677T/A y C3435T estudiados en el presente trabajo, son las
variantes polimérficas mas comunmente investigadas en relacion a los fenotipos clico-
terapéuticos en muchas patologias y tratamientos farmacoldgicos.

El analisis de los mencionados SNPs en la Linea celular K562, mostré el siguiente
haplotipo: C1236C, G2677G, y T3435T, que denominaremos como: CC/GG/TT. Este
haplotipo mostrdé que la linea celular resulté ser wild type para los exones 12 (CC) y 21
(GG), en tanto que present6 un genotipo modificado (full-mutado TT) para el exdn 26.

El estudio realizado por el grupo de Kimchi-Sarfaty C y col. en otras lineas
celulares como las epiteliales renales BSC-1 o las de cancer cérvico-uterino Hela,
demuestra el importante rol que juegan los SNPs silenciosos (es decir, aquellas que no
afectan a la secuencia de aminoacidos) en la funcién y plegamiento de las proteinas
(Kimchi-Sarfaty C et al, 2007).

En nuestro caso el estudio realizado sobre la linea K562 mostré un cambio del
nucledtido 3435 del codon ATC por ATT, para el exdn 26, pero dicho cambio no modifica
la presencia del aminoé&cido Isoleucina correspondiente al genotipo wt. Este SNP resulta
ser entonces un SNP sin6nimo (0 mutacion silenciosa) sin variacion en la secuencia
aminoacidica. A su vez, para establecer si el fenotipo de resistencia se asociaba a una
capacidad de transporte alterada o aumentada de la glicoproteina P-gp, usamos la Rho-
123 como un sustrato fluorescente, que permite medir la funciébn de bombeo activo de

dicho substrato desde el interior hacia el exterior celular.

En este caso, la presencia del genotipo homocigota modificado (TT) encontrado en
la linea celular, y en ausencia de la mutaciones de TK antes mencionadas, podria tener

relacién con la alta expresién proteica de la P-gp detectada por los estudios de IHQ, y su
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importante capacidad funcional medida por la expulsién activa de la Rho-123, que
concuerda con la alta resistencia al Imatinib observada. Es decir, que si el SNP-T3435T
del exon 26 generase alguna modificacion de la P-gp, ésta deberia ser solamente por
incremento en su expresion y capacidad funcional. Es posible que este hallazgo pudiera
tener alguna relevancia clinica, pero se requieren estudios con de muetras poblacionales
mas numerosas de pacientes con LMC en todas sus fases. En nustra casuistica, 6
pacientes presentaron el SNP-T3435T, uno en Crisis Blastica quien mostré RM nula inical,
pero luego de rotar la medicacion a Nilotinib, mostr6 RMM a los 12/18 meses. Otro caso,
desaroll6 un Carcinoma de mama y su seguimiento fue incompleto. El resto parecio

desarrollar un fenotipo respondedor.

Con respecto al uso del ITK IMatinib, nuestros resultados muestran que la su
administracién, conjuntamente con un bloqueante de la P-gp como la CyA, a dosis
capaces de recuperar la acumulacion intracelular de Rho-123, logra efectivamente la
induccién de apoptosis en el 72% de las células con una concentracion creciente de
concentracion entre 100 y 200uM en cultivos a 24 hs yhasta el 82% a 72hs. Estos
resultados evidencian la presencia de un mecanismo activo y funcional de la P-gp.,
Efectivamente, el experimento de citotoxicidad mediado por Imatinib sobre las células
K562, mostrd6 un progresivo incremento de dicho efecto relacionado con las dosis
crecientes de Imatinib pero so6lo cuando el cultivo celular fue tratado conjuntamente con

CyA que inhbibe a P-gp.

De todas formas, tanto el nivel méximo de inhibiciébn del crecimiento celular,
como la retenciébn de Rho-123, no llegaron al 100%, indicando que la capacidad
inhibitoria del CyA sobre la P-gp no es completa. Este hecho concuerda con su condicién
de inhibidor inespecifico, pero ademas sugiere que posiblemente otros factores podrian
estar biolégicamente activos generando la farmacorresistencia residual observada, como
podria ser la expresion de la proteina BCRP detectada, la cual no es inhibida por CyA, u
otros transportadores no estudiados en el presente trabajo. También podria ser
consecuencia de la presencia de otras TKs no inhibles por Imatinib, como se menciono
antes.

Estudios previos demostraron que diferencias en los haplotipos del gen ABCB1 en
los exones de interés (1236C>T/2677G>T/3435C>T), se asocian a distinta efectividad
inhibitoria sobre la P-gp, tanto del verapamil como de la CyA. Dichos estudios mostraron

gue la presencia de haplotipos mutados resultan asociados a menor efectividad de dichos
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tratamientos inhibitorios. Es mas, la combinacion de por lo menos dos gentotipos
heterocigotas, generaba menor eficacia de la CyA respecto del genotipo wt (GG/CC/GG).
Dichos autores sugieren que la carga total de SNPs mutados presentes en el haplotipo
completo, podria determinar cambios farmacodinamicos de la P-gp que influyen en la
efectividad de sus inhibdores (Chung-Jung Tsai et al, 2008; Sauna ZE et al; 2007; Kimchi-
Sarfaty C et al; 2007).

En este sentido, y acorde a lo sefialado por estos autors, nuestros resultados en la
linea celular, muestran la presencia del haplotipo GG/CC/TT, con un genotipo Unicamente
alterado en el exon 26 (3435TT). Este hallazgo podriamos considerarlo como de
presencia de variantes T escasa en la linea celular, que explicaria su baja “resistencia” a
la accion inhibitoria de la CyA, pero alta resistencia espontanea al Imatinib. Concordante
con esta observacion, la Linea celular llamativamente contiene SNPs wt en los otros dos
exones (12 y 21), los cuales solo estuvieron presentes en los casos full-wt GG/CC/CC de
los pacientes estudiasdos, y en cuyo grupo se detectdé la mayor tasa de farmaco-
rresistencia a los ITK (66%). ¢ Es entonces necesaria la presencia de variantes T en todos
los SNPs del haplotipo completo, para tener altas chances de una buena respuesta
terapéutica? Dicho de otra manera, ¢la ausencia de variantes T en el haplotipo completo,
es un marcador de alto riesgo de desarrollar farmacorresistencia a los ITK y/o evolucion
torpida de la enfermedad?.¢ Pero a su vez, dicha falencia no favorece la accion adyuvante

de la CyA, para sensibilizar el tratamiento con ITKs?

A su vez, la variante TT encontrada en la linea celular, podria explicar quizas la
falta de una inhibicibn completa de la actividad de P-gp, por la antes mencionada, y esta
carga de alelos TT, podria ser un factor a considerar sobre los posibles cambios
farmacodinamicos antes descriptos. Todos estos datos y consideraciones, abren la
discusion respecto a si otros inhibidores de TK tales como Nilotonib o Dasatinib, deberian
ser evaluados con este sistema, y/o cuales son las concentraciones intracelulares
minimas necesarias para alcanzar completamente la inhibicibn de la TK, detener el

crecimiento celular e inducir su apoptosis.

En base a estos datos, el estudio del genotipo MDR-1 en pacientes con LMC
podria juegar un rol importante como marcador de evolucion de la enfermdad y/o como un
factor prondstico de progresion hacia un fenotipo de resistencia a ITK, pero a su vez
susceptible de ser resensibilizado con inhibidores de P-gp. Es importante destacar, que el

grupo de Dohse y col (Dohse M et al, 2010) demostré que los ITKs como Imatinib,
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Nilotinib y Dasatinib son sustratos de ambos transportadores P-gp y BCRP, y que el
efecto inhibitorio sobre el eflujo de Rho-123 y Hoeschst en células K562 era mayor con

Nilotinib , seguido de Imatinib y de Dasatinib.

Estos estudios son de importancia y de trascendencia pues sefialan la necesidad
de considerar los mecanismos de resistencia multiple a drogas, como factores adicionales
a los previamente descriptos, en el desarrollo de la refractariedad al tratamiento con
Imatinib u otros ITK, y permitirian optimizar la terapéutica incluso en casos con

amplificacion génica del gen BCR-ABL1 y alta expresion de P-gp y/o BCRP.

CONSIDERACIONES DE LOS ESTUDIOS CLINICOS

Ya en el area Clinica, la Leucemia Mieloide Croénica, afecta mayoritariamente a
una poblacién adulta con un pico de incidencia entre los 46 a 55 afios de edad y con una
distribucién homogénea respecto al género (Goldman and Melo, 2003; Berger U et |,

2005). Estos reportes son similares a lo encontrado en nuestra poblacién en estudio.

De los 24 pacientes investigados en el presente trabajo, dos se encontraban en
crisis blastica al momento del diagnostico, y uno de ellos fallecié al mes de iniciado el

tratamiento con Imatinib + Dasatinib (Tabla R-I1115).

Si bien se han diferenciado tres grupos de riesgo (bajo, intermedio y alto) respecto
al Modelo Sokal, ninguno de dichos grupos se asocio a algun haplotipo y/o genotipo en

particular.

Segun las recomendaciones internacionales, tales como las de la Red Europea de la
Leucemia (ELN) y la Red Nacional Integral del Cancer (NCCN- USA), los pacientes con
LMC en fase crénica deben comenzar su tratamiento con una dosis “estandar” de Imatinib
de 400 mg/dia. Para aquellos pacientes que no logran una respuesta Hematolégica
completa a los 3 meses de iniciado el mismo, 6 presentan ausencia de respuesta
citogenética completa (RCC) a los 6 meses, deben recibir una terapéutica de segunda
linea (Dasatinib o Nilotinib), dado que las respuestas alun subOptimas obtenidas
inicialmente con Imatinib, son consideradas como "fallos" en el tratamiento y deben ser

observadas en un tiempo mas corto de lo recomendado (Radich Jerald P, 2010).
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Algunos pacientes entraron en el protocolo TOPS (Adelaide, Australia) que se
basa en una dosis inicial de 800 mg/dia de Imatinib (Cortez J. E. et al, 2010), o bien en el
Protocolo Fase Ill aleatorizado, que utiliza Nilotinib en primera Linea. En todos estos

casos el criterio de inclusion es el diagndstico citogenético (Phi+) de LMC en fase croénica.

En base a estas consideraciones, 11 pacientes (45,8%) fueron tratados Unicamente
con Imatinib, y 7 casos (29,2%) recibieron monoterapia con otro ITK (Dasatinib 1 caso;
Nilotinib 6 casos). Los restantes 6 pacientes (25%), iniciaron su tratamiento con Imatinib,
pero debieron luego rotar hacia un ITK de 2da generacién por por los que recibieron
terapia combinada-secuencial con dos ITK (Imatinib + Dasatinib, o Imatinib + Nilotinib)
(Tabla R-11115).

De todos los pacientes que recibieron inicialmente Imatinib (17), 11 de ellos
permanecieron con dicho tratamiento y alcanzaron una respuesta citogenética "éptima” o
molecular mayor. Incluso en algunos casos antes de los 6 meses de iniciado el
tratamiento, y con un seguimiento promedio de 26 meses libres de eventos. No parece
haber un haplotipo o genotipo de los SNPs estudiados que pueda predecir la necesidad

de los otros 6 casos de recibir una terapia de segunda linea.

En dos casos de pacientes en Fase Cronica, se observaron respectivamente una
aplasia medular, y un segundo tumor correspondiente a un carcinoma de Mama invasor
de tipo tubular, desarrollado a los 11 meses de iniciada la terapia. Estos dos pacientes
recibieron tratamiento con Imatinib + HO-Urea, o Imainib + Dasatinib respectivamente. Es
interesante destacar que este Ultimo caso presentaba una LMC con una variante
citogenética compleja (caso 8; Tabla R-11116). Muchos grupos de trabajo han realizado
estudios randomizados para optimizar los beneficios de los diferentes tratamientos,
encontrando similares resultados en el tiempo de sobrevida libre de eventos (superior al
85% de los casos bajo tratamiento con Imatinib), pero discrepando en el porcentaje de las
recaidas o sus fallas terapéuticas (Pavlovsky C et al, 2011; Cortez J et al ,2010). Es mas,
dos trabajos contemporaneos e independientes (Hughes et al, 2009; Muller MC et al,
2009), demostraron que en el 55% de los casos donde se observa resistencia al Imatinib,
la rotacién de la terapia a ITKs de 2% linea tampoco aseguran una RCC dentro de los
primeros 3 y 6 meses del tratamiento (Dasatinib o Nilotinib). Actualmente, se estima que
el éxito de la terapéutica con las drogas de 2% linea esta alrededor del 40% de los casos
en fase crénica, pero dicho éxito cae al 20% cuando los pacientes se encuentran en fase

acelerada o en crisis blastica.
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En la terapia para la fase crénica (FC) con Imatinib, la farmacorresistencia esta
asociada con tasas de supervivencia significativamente bajas. Durante la FC la resistencia
primaria al Imatinib medida por la respuesta hematoldgica a los tres meses, se produce en
menos del 5% de los casos. En cambio, la falla en la respuesta citogenética puede
observse entre el 3%-18% de los casos a los 6 meses, entre el 15% -27% de casos a los
12 meses, y 23%-49% a los 18 meses (Druker BJ et al, 2006; Kantarjean H et al, 2008,
Shah NP et al, 2008).

Segun la opinién de otros grupos de investigadores (Radich J.P, 2010; Kim TM et
al, 2011), la falta de una respuesta citogenética completa dentro de los 6 y 12 meses
parece ser uno de los mas firmes parametros predictivos de fracaso al tratamiento. Sin
embargo, una respuesta citogenética completa, no cuenta con la suficiente sensibilidad
como método de evaluacion de la enfermedad minima residual, siendo el nivel de
respuesta molecular alcanzado, acrode al indice internacional, el verdadero marcador

tanto de prondntico y como de evolucion.

Con el proposito de encontrar un mejor biomarcador predictivo de la respuesta
terapéutica y/o de evolucion de la enfermedad, muchos grupos analizaron los niveles de
transcriptos del gen BCR-ABL1 obtenidos tempranamente en el tratamiento. El grupo de
Marin David, (Marin D et al, 2012) encontrd que el nimero de transcriptos hallado a los 3
meses de iniciado el tratamiento, en comparacion al valor basal, resulta ser el dato que
mejor se ajusta a un marcador prondéstico. En tanto que las evaluaciones a los 6 y 12
meses, contribuyen poco a identificar pacientes con alto riesgo de progresion, aun en
presencia de RCC. Este valor prondstico fue independiente del hecho que los pacientes
hubieran suspendido temporalmente el tratamiento. En este sentido, nuestro estudio,
evaluo la respuesta molecular a los 6, 12 y 18 meses en la mayoria de los casos. Motivo
por el cual no podremos hacer una comparacion respecto a lo indicado por Marin y Col.
Sin embargo, uno de los pacientes quien si mostré6 una RMM a los 3 meses, pero
lamentablemente, luego hizo una recaida sin respuesta 6ptima, y se lo considerd como
No-respondedor. Este comportamiento parece contradir lo mencionado por el estudio de
Marin D. Llamativamente, dicho estudio no incluy6 el andlisis de los SNPs del gen MDR-1,
y llamativamente, nuestro paciente es portador de un wt-haplotipo (CC/GG/CC). Nos
preguntamos si esta diferencia de respuesta terapéutica, no podria estar relacionada al

haplotipo wt detectado en nuestro paciente.
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Distintos estudios en pacientes con LMC tratados con ITKs, han demostrado que
bajo esas condiciones de presion farmacoldgica, la progresién de la enfermedad hacia
una fase acelerada, necesariamente se debe a una resistencia (intrinseca o adquirida) a
la terapia con dichos inhibidores. No sabemos si la presencia de los ITKs son
responsables en si mismos de la adquisciciéon (de-novo) de las mutaciones en el gen
BCR-ABL1 que generan en parte la mencionada resistencia al tratamiento. De hecho, se
sospecha que en tal caso, la administracién de los ITKs, podrian generar un escenario
favorable para la expancion de clones mutados preexistentes.

Debido a que tanto en la linea celular como en el 100% de los casos incorporados
al presente estudio, no se detectd ninguna de las mutaciones mas frecuentes en el gen
BCR-ABL1, es probable que otros mecanismos, tales como la sobreexpresion del mismo
gen BCR-ABL1, o del gen MDR-1 u otros transportadores, generen aun en fase cronica,
mayor resistencia al ITKs (Mahon FX et al, 2003; Donato NJ et al, 2003; Barnes DJ et al,
2005; Khorashad JS et al, 2006). Si bien como ya mencionamos, nuestros pacientes no
presentaban dichas mutaciones, estas observaciones sugieren que todos estos
mecanismos no son excluyentes entre si, y bien pueden potenciarse mutuamente, lo que
explicaria cierto grado de heterogeneidad intrinseca de la enfermedad.

Los ITK como que Nilotinib, Dasatinib e Imatinib son sustratos tanto de la P-gp
como de BCRP, pero a su vez pueden actuar como inhibidores de estas bombas,
dependiendo de la concentraccion del farmaco utilizada (Hamada A et al, 2003; llimer et
al, 2004; Nakanishi et al, 2006; Brendel et al, 2007). Esto coincidiria con nuestros
resultados experimentales in vitro, dada la alta expresion de P-gp concomitante con una
expresion mas débil de BCRP encontrada en la linea celular, la cual mostr6 alta
resistencia cuando fue tratada a bajas concentraciones de Imatinib. A su vez, la
resistencia inicialmente detectada fue parcialmente revertida ante la presencia de CyA
(inhibidor de ambos transportadores P-gp y BCRP), pero la eficacia del tratamiento se
incrementé significativamente recién cuando se incrementd las dosis de Imatinib a 100 y
200 uM. De hecho, recientemente el grupo de Dohse Marius (Dohse M et al, 2010)
demostré en células hematopoyéticas humanas y de ratones, que los ITKs inhiben la
actividad de transporte de la Rho-123 y Hoechst 33342 mediadas por P-gp y BCRP
respectivamente. Ellos encontraron que dicha inhibicién fue mayor con Nilotinib, luego con
Imatinib y por dltimo con Dasatinib. Es mas, Nilotinib mostré ser efectivo en la inhibicion
tanto para el transporte mediado por P-gp como para BCRP (Tiwari AK et al, 2009).
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Hasta aqui podriamos especular sobre la posible existencia de mecanismos mixtos
de comportamiento (como substratos y como inhibidores) de los ITKs frente a los
transportadores de drogas, de modo tal que podria existir una amplia variabilidad de
resultados acorde a los diferentes modelos experimentales utilizados con las distintas
lineas celulares, y dependiente del escalamiento en las dosis administradas, hecho que

quizas podria evidenciarse también en los pacientes.

Teniendo en cuenta que los ITK son administrados por via oral, la localizacion
predominante de estos transportadores en todo el tracto gastrointestional (TGI), jugaria un
rol clave en la absorcion y biodistribucion de las dosis de los farmacos mencionados. Si
bien la alta expresion de los transportadores en TGl seria un factor limitante de la
absorcion de los ITKs, se podria especular también con que las altas concentraciones de
ITK que se generan en el sitio de absorcién ante cada dosis administrada, jugarian un rol
inhibitorio de los transportadores, compensando la limitacibn mencionada. En base a
estas consideraciones diferentes trabajos han sefialado que a iguales dosis de ITKs, los
niveles sanguineos de los mismo no serian idénticos en todos los pacientes, hallandose
grupos con niveles subterapéuticos persistentes de ITKs en plasma, asociados a
respuestas terapéuticas subdptimas, por lo cual se considera que niveles superiores a
1,000 ng/mL son necesarios para alcanzar una respuesta favorable (Hibner Martins D et
al 2011).

En diferencia de lo que ocurre en el sitio de absorcion, a nivel del nicho de las
células madres de las células hematopoyética, las concentraciones de ITKs seran
significativamente mas bajas, y alli los ITKs sbélo podrian jugar un rol como sustratos de
estas bombas, y asi generarse la farmacorresistencia, no relacionada a la absorcion ni a
la biodistribucién del farmaco, sino directamente a su incapacidad de alcanzar

concentraciones criticas inhibitorias intracelulares (Marin JG et al; 2014).

Dentro de la evaluacion de los difetentes mecanismos de resistencia antes
mencionados, el estudio de los transportadores de drogas, puede tener un papel
importante en la caracterizacion de los posibles mecanismos presentes al inicio de la
terapia. Mas all4 de la dindmica de la expresion de P-gp 6 BCRP, e independizdndonos
de la exposicion prolongada y/o dosis mas altas de farmacos, es factible que los
polimorfismos genéticos de alguno de estos transportadores, particularmente de P-gp,
como mostramos en este estudio, puedan predisponer a diferentes comportamientos

terapéuticos en cada caso.
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El grupo de Agrawal y col (Agrawal et al, 2014) encontré que en pacientes con
altos niveles de transcriptos de MDR-1 y que a su vez resultaron resistentes a Imatinib, se
lograba una mejor respuesta terapéutica con Nilotinib a 48 meses de tratamiento, si a su
vez eran portadores de variantes mutadas en los exones 12 y 21 en comparacion a casos
similares pero con wt-haplotipos. Estas observaciones agregan importancia a los
genotipos de los exones 12 y 21, en referencia a la posible alta carga de transcriptos o
expresion proteica del gen MDR-1, y apoyan el concepto que las variantes mutadas,
podrian tener una glioproteina-P “menos efectiva” en su actividad de eflujo que las
variantes wt, independientemente de su nivel de expresion. Estos resultados parecen
concordar con nuestros resultados que muestran una alta tasa de “respondedores” al

Imatinib, en los casos con haplotipos T-variantes respecto a los wt.

Cuando analizamos los polimorfismos del gen MDR-1 presentes en los tres exones
mas estudiados por otros grupos, encontramos un total de 17 diferentes haplotipos entre
pacientes y voluntarios sanos. Un total de 6 haplotipos fueron detectados Unicamente en
los pacientes, otros 7 haplotipos Unicamente en los voluntarios sanos, y otros 4 en ambos
grupos. Un dato llamativo, y con cierta tendencia hacia la falta de respuestas 6ptimas, fue
gue el haplotipo wt-CC/GG/CC (full homocigota) no fue detectado en ningin caso de los
voluntarios sanos, y resulté ser el haplotipo mas preponderante en los pacientes
leucémicos (presente en el 25% de los casos), donde a su vez significativamente se
observo la mayor frecuencia de falta de respuesta terapéutica con evolucién torpida de la
enfermedad (66%).

Si bien nuestros resultados fueron similares a los encontrados por el grupo de
Dulucq S. (Dulucq et al, 2008), respecto de las frecuencias alélicas en el exon 12
(C1236T), nosotros obtuvimos comparativamente un mayor porcentaje de las variantes
2677G>T/A (50% vs 39,5%) y C3435T (36,4 % vs 18,9%) en los exones 21 y 26

respectivamente.

En el SNP C3435T del exdn 26, la presencia de un Unico alelo T encontrado en 8
casos de pacientes en fase cronica, se asocid sin excepcién con Respuesta Citogenética
Completa (RCC) dentro de los primeros 6 meses de tratamiento y/o RMM, observada a
los 12 meses, sin complicaciones ni comorbilidades posteriores. En cambio, la presencia
de dos alelos TT en dicho exdn, observados en otros 5 pacientes en FC y uno en crisis

blastica, se asocié también a RCC y/o RMM en 4 de los casos en fase crénica y en el
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paciente con CB. El restante paciente presenté una Respuesta Citogenética Nula (RCN)
dentro de los 3 y 6 meses de tratamiento y desarrolld6 un Cancer de Mama de tipo

Nodular.

En los dos casos con Crisis Blastica, los hallazgos reproducen lo observado en la
Fase Cronica, con la presencia de un haplotipo full-heterocigota CT/GA/CT en el paciente
n° 2,y el haplotipo CT/GT/TT en el caso n° 5. Dado que se traté solamente de dos casos
con respuestas y/o evoluciones clinicas totalmente opuestas, no podemos arribar a
ninguna conclusion gue relacione los genotipos y/o haplotipos con la condicién de Crisis

Blastica ni con el haplotipo de la linea celular.

Es interesante destacar que analizando el genotipo del exdn 26 en pacientes en
fase cronica, los 9 casos heterocigota CT (100%) y 4 de los 5 casos homocigotas TT
(80%), mostraron respuesta adecuada al tratamiento con inhibidores de TK. En cambio,
dicha respuesta disminuyé al 33% en los casos homocigota CC. Este ultimo alelo
homocigota parece ser un marcador predictivo de menor eficacia terapéutica y estar

acorde a lo previamente descripto por Hoffmeyer S y col (Hoffmeyer S et al ,2000).

Si analizamos el SNP C1236T del exén 12, la presencia de un Unico alelo T se
encontré en 9 casos de pacientes en fase cronica, que se asociaron con RMM en 8. En
cambio, la presencia de dos alelos TT en el exdn 12, se observo en 5 pacientes en FC
con RCC y/o RMM en todos ellos (100%).

El genotipo CC para el exdn 12 se encontré en 8 casos de FC, de los cuales 5
tuvieron RCC/RMM, en tanto que los otros tres resultaron sin respuesta citogenética y/o

molecular (casos 7, 4 y 12), y aplasia medular en uno (caso 22).

En el polimorfismo G2677T/A del exén 21, la presencia de un Unico alelo T se
encontré6 10 pacientes en fase cronica, de los cuales 8 tuvieron una respuesta
citogenética completa y molecular mayor, en cambio un caso presentd una complicaciéon
de carcinoma invasor con respuesta citogenética nula y el restante con respuesta
molecular menor. La presencia de dos alelos T en dicho exdn, se encontr6 en 3 casos de
FC, y todos con RCC/RMM.

Finalmente, el genotipo GG se encontré6 en 8 casos de FC de los cuales 5
presentaron una RCC/RMM. Los restantes tres casos desarrollaron fallos terapéuticos

mostrando RCN/RMN (caso 7), RMMe (caso 12) o aplasia medular (caso 22).
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El caso particular del SNP G2677/A del ex6n 21 descripto como muy poco
frecuente (Cascorbi | et al, 2001; Milojkovic M et al; 2011), se ha mencionado que la
presencia del alelo A estaria asociado a mejor respuesta citogenética (Ling-Na Ni et al,
2010). En nuestro grupo de pacientes fue detectado solamente en dos casos, uno en FC
(caso 23) con RCC/RMM, y el otro caso en CB que falleci6 al mes de iniciado el
tratmiento. Dicho polimorfismo no fue detectado en ninguno de los controles normales.
Por su escasa frecuencia, no podemos concluir su importancia fenotipica en nuestra

poblacion.

Entre los diferentes grupos que han investigado los SNPs del gen MDR-1, en
referencia a la mayor resistencia al tratamiento con ITK, se encuentran resultados adn
contradictorios. En especial cuando se comparan dos SNPs, G2677T/A y C3435T en los
exones 21y 26 respectivamente en los diferentes grupos étnicos (Cascorbi et al, 2001;
Zheng H et al, 2002; Milojkovic et al, 2011).

En la blsqueda de distintos polimorfismos, surgié curiosamente la existencia de
variantes intrénicas (C2734T) lindantes al exén 21 en 5 casos, y uno en la regién intrénica
lindante del exon 26 (A3449T). Tres de los primeros tuvieron mala respuesta terapéutica,
Pero los otros tres casos, tuvieron buena respuesta terapéutica, dato que sugerimos
debiera estudiarse con mas casos que permitan establecer un valor pronéstico de dichos

polimorfismos intrénicos (Datos no mostrados).

Es de destacar que analizando la evolucion clinico-terapéutica de los 6 pacientes
con Haplotipos wt (CC/GG/CC), nos encontramos que 4 de ellos desarrollaron respuestas
moleculares Nulas (2), Minima (1), o aplasia medular (1), y los dos restantes habian
desarrollado intolerancia al Imatinib, por lo que debieron ser tratados con Nilotinib, droga
con la que si alcanzaron la respuesta molecular completa. Sin duda entonces, en el 100%
de estos casos, la presencia del haplotipo wt resulté ser un indicador predictivo de pobre
respuesta al Imatinib, que se asocié a una mayor frecuencia de recaidas citogenéticas o
fallo terapéutico, comparado a los casos con haplotipo mutado o variante-T, en cualquiera
de sus combinaciones. En este contexto podemos mantener la hipotesis que un SNPs
alterado seria un predictor de mejor RC y/o molecular, ante las diferentes estrategias
terapéuticas utilizadas en el tratamiento de la LMC, durante la fase temprana de la

enfermedad.
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Tomados en conjunto, estos datos sugieren que la presencia de al menos un alelo
variante (T o A) en cualquiera de los 3 exones estudiados, se correlaciona con una mejor
respuesta terapéutica en el 93,75%, en tanto que en ausencia de dichos alelos variantes o
haplotipo wt, la respuesta favorable al tratamiento no logra superar el 33,3% de los casos
(Figura R-IIl 43).

Existen pocos estudios de los SNPs del gen MDR-1 en pacientes con diagnéstico
de LMC, los cuales mostraron resultados variables. Uno de ellos sefiala la posible relacién
entre los distintos genotipos con la respuesta molecular alcanzada. Dulucq y col (Dulucg S
et al,2008) reportaron por primera vez la asociacion entre el genotipo TT/TA (mutado) en
el exén 21(G2677/TA) y TT (mutado) en el exén 12 (C1236T), con un aumento en el
numero de casos con Respuesta Molecular Mayor. Ademas, observd que los casos con
haplotipos wt (CC/GG/CC) presentaban una menor frecuencia de Respuesta Molecular
Mayor. Estas observaciones son similares a las encontradas en nuestro estudio.

Maffioli y col (Maffioli M et al, 2011) refieren que la presencia del alelo T en el exdn
21 se asocié con una mejor respuesta, y también mostré que el haplotipo caracterizado
por un alelo T en el exdn 12, acompafiado de variantes wt en los exones 21y 26 (1236T-
2677G-3435C) fueron un hallazgo comin en pacientes con resistencia primaria al
imatinib.

Una conclusion diferente fué recientemente descripta por el grupo de Angelini Sy
col (Angelini S et al, 2012) indicando que el genotipo wt (CC) en el exdn 26, se asociaba
significativamente con RMC comparado con los genotipos alterados CT o TT
(heterocigotas o full mutados), y ademas no hallé ninguna relacion entre los diferente
haplotipos con las respuestas terapéuticas, y esta observacion, se contradice con lo
postulado por Hoffmeyer S (Hoffmeyer S et al., 2000), donde los genotipos CC de dicho
exon, tendrian mayor predisposicion a la farmacorresistencia. Nuestros datos apoyan esta
Gltima hipétesis. Si bien nuestros resultados se condicen con lo descripto por el grupo de
Dulucq en lo referente a la respuesta terapéutica, también sugieren una potencial relacion
entre los genotipos y/o haplotipos estudiados con el riesgo de desarrollo y la evolucion de
la enfermedad. A pesar de este minucioso analisis, la presencia de al menos un alelo Ty
su relacién con la respuesta terapéutica, no parece estar relacionada con un exén en
particular. Estas consideraciones pueden estar vinculadas al concepto recientemente
descriptos de SNP de tipo funcional, regulatorio y/o codificante, y que los mismos generen
variantes funcionales de la P-gp que modifican su comportamiento frente a la terapéutica
(Ramirez-Bello J, et al ,2013).
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CRISIS BLASTICA

Debemos aclarar que la linea celular K562 (crisis blastica), se origina a partir de
una paciente con LMC quien fue reportada en 1975 (Lozzio et al, 1975), cuando no
existian estos tratamientos dirigidos con inhibidores de TK, ni tampoco, la posibilidad de
estudios de secuenciacién como los ahora aplicados. A su vez, el gen MDR-1 adn no
habia sido descubierto. Dado que no hay reportes en la literatura que hayan analizado los
genotipos de los exones mencionas del gen MDR-1 en la linea K562, el presente trabajo
es el primer estudio que caracteriza el haplotipo correspondiente a los exones 12, 21y 26,

del gen MDR-1 en dicha linea celular.

Un analisis separado merecen entonces los dos casos con crisis blasticas, dado
gue los mismos fueron incorporados al estudio cuando ya habian desarrollado la
transformacion blastica de su LMC, sin tratamiento previo alguno. Dado que se trata de
solamente 2 pacientes, no se pueden sacar conclusiones definitivas. Sin embargo,
presentan cierta similitud con la linea celular K562 cuyo haplotipo es CC/GG/TT. Estos
pacientes con crisis blastica presentaban alelos T/A en los tres exones estudiados
(CT/GT/TT y CTIGAICT), y la linea celular también cuenta con un genotipo TT en el exén
26. La mayor similitud con el haplotipo de la linea celular la tuvo el paciente con haplotipo
CT/GT/TT que inicialmente mostré falta de respuesta al Imatinib, pero logré6 una RM
Mayor con el agregado de Nilotinib. Este comportamiento terapéutico de resistencia al
Imatinib, concuerda con lo observado experimentalmente en los ensayos realizados con la
linea celular. Sin embargo, es de destacar, que la gran similitud de haplotipos de la linea
celular en crisis blastica, se encuentra con los casos portadores de Haplotipos WT, los
Unicos casos que poseen los genotipos CC y GG en los exones 12 y 21 respectivamente.
Estos pacientes fueron los que presentararon mayor porcentaje de refractariedad al
tratamiento con Imatinib. Teniendo en cuenta que la linea celular logr6 mejores
respuestas al incrementar las dosis de Imatinib en presencia de CyA, es dable especular
gue estos pacientes, se verian significativamente beneficiados con terapia con altas dosis

de ITK mas el agregado de un inhibidor de P-gp.

Otros dos pacientes en fase cronica presentaron idéntico haplotipo al caso arriba
descripto, pero con respuestas terpéuticas opuestas entre si. Si bien uno de ellos
respondié adecuadamente al tratamiento con Imatinib, el otro, llamativamente presentd
muy rapidamente, una respuesta molecular nula y desarroll6 un carcinoma de Mama.

Dada la ausencia de casos con el mismo haplotipo de la linea celular, no es posible
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asociar dichos haplotipos al riesgo de desarrollo de crisis blasticas. Sin embargo, estos
datos sugieren, que otros mecanismos genéticos, diferentes a los polimorfiosmos del gen

MDR-1, estarian gobernando la transformacion blastica de esta leucemia.

Las respuestas variables a los farmacos, tienen un origen complejo, en el cual se
ven involucrados multiples factores genéticos. Esto hace posible que las expresiones
génicas sean herramientas muy Utiles en la caracterizacion individual de los pacientes,
dado que como hemos examinado, la LMC tiene un comportamiento muy heterogéneo en
su evolucion. Frente a la administracion de un ITK, con la informacién genética que nos
proporcionan los estudios de los SNPs para el gen MDR-1, podriamos predecir el tipo de

respuesta citogenética 6 molecular que va a tener un paciente en un corto plazo.

Con el mismo interés se investigo las posibles frecuencias y distribuciones en los
SNPs del gen MDR-1 en sujetos sanos (no leucémicos). Estos estudios demostraron que
la distribucién de las frecuencias de los diferentes alelos en la poblacién caucésica
estudiada fue similar en el exén 12 para las tres variantes posibles (wt, heterocigotas o full
mutados). A su vez, el alelo wt se encontré en proporciones similares en los tres exones
analizados (31,6%, 28% y 32% respectivamente). Sin embargo, en los exones 21y 26, se
observaron frecuencias alélicas similarmente elevadas para las variantes heterocigotas
(68% y 60% respectivamente), y frecuencias muy bajas (4%) para los genotipos
homocigotas TT en ambos SNPs (Figura R-IV47). Esta particular distribucion, se

diferencio significativamente de lo hallado en los pacientes con LMC.

A su vez, en los normales no se hall6 ningln caso con haplotipos wt, variante
A en el exon 21, ni tampoco haplotipos full mutados (TT/TT/TT). De aqui se desprende
gue la existencia de dos alelos T (TT) en un mismo exén mostré diferente distribucion
entre los individuos normales y los leucémicos. La presencia de alelos TT en el exén 12
fue predominante en los controles en tanto que su presencia en los exones 21 y 26 fue

predominante en los leucémicos (Fig- R-1V 49).

De acuerdo al trabajo publicado por el grupo de Yaya y col (Yaya K et al,
2014), el SNPs 1236TT seria un indicador de riesgo 3,3 veces mayor para el desarrollo de

la enfermedad, respecto a los genotipos CC y CT para dicho SNP.

Segun nuestros célculos obtenidos de la Relacién Relativa entre pacientes

sanos y Leucémicos, la menor expresion de la variante TT en el exén 12, y la presencia

-133



Marta Mabel Lardo TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

de los genotipos TT en los exones 21 y 26, se puede considerar como un haplotipo un
indicador de riesgo de desarrollo de enfermedad comparado. Nuestro estudio no fue
coincidente con lo reportado por el grupo de Yaya y col, quienes sefialan que la presencia
del alelo TT en el exdn 12, seria de alto riesgo de desarrollo de la LMC, en tanto la carga
de alelos TT encontrada en el exdn 12 en nuestro estudio, tuvo mayor frecuencia en los
individuos sanos que en los leucémicos, en quienes a su vez, esta proporcion se invierte

en los otros exones 21y 26.

De esta investigacion surge que el andlisis de los genotipos y sus posibles
haplotipos, permitiria contar con un perfil genético de las distintas variantes de los SNPs
del gen MDR-1, con alto valor indicativo tanto del posible riesgo de desarrollo de la

enfermedad, de su evolucién clinica como de la respuesta terapéutica.

-134



Marta Mabel Lardo

CAPITULO 6
CONCLUSIONES

TESIS DOCTORAL 2015 Gen MDR-1 en LMC

CONCLUSIONES ESPECIFICAS

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir

a-

Que la sobrexpresion de los transportadores de drogas P-gp y BCRP,

generan resistencia al Imatinib en la linea celular K562.

La inhbicion de la activid funcional de estos transportadores mediada

por por CyA, revierte dicha resistencia.

El escalamiento de dosis de Imatinib resulta mucho mas efectivo en

presencia de CyA

El estudio de los SNPs del gen MDR-1/ABCB1 (exones 12, 21y 26), en
esta linea celular, mostré el haplotipo CC/GG/TT, caracterizado por la
presencia de un haplotipo wt en los exones 12 y 21 y full mutado TT en

el exén 26.

Dicho resultado es la primera comunicacién de las caracteristicas

genéticas de la linea celular K562, respecto a los mencionados SNPs.

Los polimorfismos hallados en la linea celular, no resulté coincidente
con ningun caso clinico de los 24 pacientes con LMC estudiados, aun
aquellos que desarrollaron la CB. Estos datos indican que la
predisposicion al desarrollo de la crisis blastica, no puede ser inferida a

partir de estos estudios moleculares.

Desde el punto de vista clinico el riesgo prondstico segun el Modelo
Sokal, no mostré ninguna asociacion con dicha evolucion terapéutica ni

con los haplotipos encontrados en los pacientes con LMC.
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h-

La combinacion de genotipos homocigotas ya sean wt completos
(CC/IGG/CC) o full mutados (TT/TT/TT) fueron exclusivamente
detectados en los casos leucémicos.

Los haplotipos WT-CC-GG-CC se asociaron a alto nivel de fallo

terapéutico y mal prondstico.
Los hapltipos T-variantes, se asociaron a buena respuesta terapéutica.

Si bien los estudios citogenéticos y moleculares de seguimiento como
marcadores de Enfermedad Minima Residual, son los métodos
confiables como marcadores de evolucién terapéutica, los mismos no

son de valor prondstico previo al tratamiento

CONCLUSION FINAL

Los estudios realizados en el presente trabajo sugieren que:

a-

Los SNPs de genes de resistencia a multidrogas, particularmente en los
exones 12, 21 y 26 del gen MDR-1 (ABCB1) de pacientes con Leucemia
Mieloide Crénica, permiten definir que particularmente al Haplotipo-wt CC-GG-
CC, como una nueva herramienta o perfil genético predictivo de riesgo de
desarrollo de la LMC en si misma, de una evolucién clinica torpida de la

enfermedad.

Dicho perfil (haplotipo WT), seria indicador de alto riesgo de fallo terapéutico
con ITK.

Su deteccion precoz al momento del diagnéstico, permitiria redefinir nuevas
estrategias farmacologicas, que contemplen la inhibicion funcional de la
glicoproteina P, con mejor respuesta terapéutica como lo observado

experimentalmente en la linea celular K562.
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